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Description 

La prSsente Invention a pour objet un precede de preparation d'antigenes de Thepatite virale NANB, 
et ('application de ces antigdnes * la realisation d'un reacttf permettant le diagnostic et le pronostic des 
infections, symptomatiques ou non, provoquees par les virus des hepatites virales. 

Dans ce qui suft on utillsera les abreviations suivantes : 

— Ag signifie : antlgdne 
5 — Ac signifie : anticorps 

— HB signifie : hepatite B 

— VHB signifie : virus de l'hepatite B 

— NANB signifie : non-A non-B 

— IgM signifie : immuno-globullnes M 
10 — IgQ signifie : immuno-globulines G 

— ID signifie : immunodiffusion 

— CEP signifie : contre-6lectrophor$se 

— DRI signifie : dosage radio-immunoioglque 

— EJJSA designe un test immunoenzymatique (Enzyme linked immunosorbent assay) 
15 — WH : hepatite de la marmotte. 

Trois systeme Ag-Ac ont ete decouverts en relation avec le virus de r hepatite NANB. 
On sart que deux virus responsables de l'hepatite viraie humaine ont 6te identifies, le virus A et le 
virus B. 

(.'hepatite k virus A, volontiere epidemique, d'incubation courte (environ 30 jours) est transmise par 
20 voie « fecale-orale » et pratiquement jamais par transfusion. 

L'hepatite due au virus B au contraire est observee volontlers mais non exclusivement chez les 
patients ayant subi des transfusions sanguines. 

D'autres hepatites qui sont egalement precisement mais non exclusivement associees a la 
transfusion sanguine, ce qui iliustre bien teur nature virale transmissible, ne sont dues ni au virus A ni au 
25 virus B (voir par exemple S. M. FEINSTONE et al.. The New England Journal of Medicine. 10 Avril 1975. 
pages 707-710). Dans tous les pays, y compris la France, ces hepatites sont frequentes et souvent 
asymptomatiques. 

Leur incubation est variable, de 2 k 20 semaines, avec une frequence maximale de 6 k 14 semalnes. 
Leur aspect clinlque ne permet pas de les distinguer des autres hepatites virales, toxtques ou 
30 medlcamenteuses. Leur tendance k evoluer vers la chronica est redoutable. Leur epidemiologic est 
voisine de cells des hepatites B.-On les designs par le terme « hepatite non-A non-B » (ou NANB). 

II existe une infectiosite prolonged du sang traduisant un partage chronique du virus avec une 
virtmie persistante qui peut 6tre complement latente. 3 % au moins des donneurs de sang bdnevoles et 
jusqu'fc 30 % des donneurs payfe aux U.S.A. paratssent ainsi Infectes k leur insu et sont susceptibles de 
35 transmettre ('hepatite par la transfusion. 

Malgre rimportance de ce problem© on ne disposait jusqu'e present d'aucune methode, en dehors de 
la transmission au chlmpanz6 permettant de diagnostiquer qu'une hepatite 6tart due k un virus non-A 
non-B ou qu'un donneur de sang pouvalt etre infectieux et transmettre la maladle au receveur de son 
sang ou des produrts qui en sont derives. Les tests de dysfonctlonnement hdpatfque les plus sensibles 
' 40 tels que I'eievation des transaminases SGPT ne sont susceptibles de reconnaftre que 50% de ces 
donneurs de sang Infectieux. De plus Is test des transaminases n'est pas sp6cffique car leurtaux 6lev6 est 
observe dans d'autres clrconstances pathologiques hepatiques (lithlase biliaire, alcoolisme, etc.) n'ayant 
rien k voir avec l'hepatite virale NANB. 

En 1978 SHIRACHI decnVit pour la premiere fob la detection en ID d'un Ag s6rique presume associe 
45 aux hepatites NANB. Le test en ID decrit ne paraissait cependant pas strictement specifique des hepatites 
NANB puisqu'il se retrouvart positif dans 10 % des hepatites B. Au cours du symposium International, tenu 
en Juin 1980 k Vienna, consacre aux hepatites NANB plusieurs tests d'lD decrits par divers auteurs y 
compris SHIRACHI se sont av6r£s non reproductibles et non sp6crflques puisqu'lls ont conduit k 
considener comme positif un serum temoin (voir aussi SUH, Lancet 1:178-180, 1981). Le reactrf de 
50 ('invention permet d'eviter ces inconvenlents. 

Les tests ou dosages radto-tmmunologique decrits par d'autres auteurs se sont egalement av6r6s 
non sp6cifiques ; voir NEURATH, Journal Gen. ViroU 48 285-295 (1980). On va decrire ci-apres les travaux 
qui ont conduit a la miss au point du reactif de I'invention. 

' En faisant reaglr des serums de polytransfuses ou de convalescents d'hepatite NANB avec des 
55 serums preieves k la phase precoce de la maladie, ii a et6 possible de mettre en evidence, gr&ce k 
IMmmuno-diffusion, des lignes de precipitation entre des serums de convalenscents ou de polytransfuses, 
et les serums d'hepatite NANB k la phase aigud. Ces lignes de precipitation identifiant des Ag nouveaux 
specifiques des hepatites NANB ont servi de marqueurs pour I* Identification du virus en cause. 

Les resultats de ces travaux ont perm is d' identifier ainsi un virus responsable d'hepatites NANB 
60 presentant une similitude morphologique avec le virus de l'hepatite B, y compris des reactions 
serologiques croisees. 

Les mimes travaux ont permis d'identlfier 2 systemes Ag/Ac associes k ce virus designer antigens 
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NANB/e et NANB/c par ana fog ie avec les antigenes homologues de I'hepatite B ; voir C. TREPO et at., C.R. 
Acad. Sc. Paris, t 290, pages 343-346 (1980). 

L'Ag NANB/e reagissait en identite en ID avec un Ag present dans le serum de reference de SHIRACHI 
et est done suppose analogue a cet Ag designe par cet auteur HC comme nous y reviendrons. Un Ag 
5 NANB/s caracteristique de I'enveloppe du virus a ete eg ale me nt mis en evidence. 

On salt que les hepatites vlrales ou non sont accompagnees d'une augmentation caracteristique du 
taux des transaminases TGO (transaminases glutamlque oxalacetique) et TOP (transaminases gtutami- 
que pyruvique). 

Cette augmentation plus ou moins importante des transaminases est le test admls par les specialistes 
10 pour diagnostiquer les nepatrtes, qu'elles soierrt vi rales ou non. 

On ne consldere comme hepatite virale NANB que les cas ou i'on peut dllminer le rCle d'agents 
toxiques et medicamenteux ainsi que celui des virus HB et HA en constatant ('absence des antigenes, 
et/ou. d'anticorps signant la presence de ces virus, selon les methodes connues decrites par example 
dans les publications sulvantes : 
1$ — Organisation- Mondiale de la Sante, Prog res en matiere d'hepatite virale, Ser. Rapp. Techn., 1977, 
n°602, 1-68 ; A. J. Zuckermann, The Three types of human viral hepatitis. Bull. O.M.S., 1977, 56, 1-20 ; 
R. SOHIER, Diagnostic des maladies a virus, Ftammarion, Medecine Sciences Edition, Parts, 1964, et 
mises a Jour jusqu'a 1979. 

En outre, on a vertfie que le virus EPSTEIN-BARR et le virus cytomegalique n'etaient pas en cause. 
20 Ces c rite res representor^ la definition des hepatites NANB, qui se fait done, en I 'absence de test 
diagnostic specif ique disponible actuellement par exclusion des autres causes. 

On peut done selon ces criteres selectionner le serum des sujets, symptomatiques ou non, 
soup$onnes d'etre atteints d'hepatite NANB. 

En procedant a des essais d'lmmuno-diffusion en milieu approprie errtre les serums ou entre ces 
25 serums et des homogeneisats de foie, on a observe des reactions de precipitation de complexes antigene- 
antlcorps. Parfols, plus d'une ligne de precipitation 6taient observees. La comparaison avec un 
echantillon authentique de I'antigene decrit par SHIRACHI a permis d'etabilr que la ligne de precipitation 
la plus frequente en ID initlalement designee Ag NANB (Vitvitski et al., 1979 Lancet 2:1263-1267) 
presentait une reaction d'identlte avec un Ag present dans Pechantillon de SHIRACHI. L'Ac correspon- 
ds dant se trouvait present dans le reacttf. D'autres molecules reactives parasites semblaient ce pendant 
presentes dans cet echantillon Ag et Ac, comme e'est souvent le cas, ce qui explique la non specificite 
des resultats de ces auteurs presentes au symposium de Vienne. 

Par allleure I'Ag NANB decrit est apparu avoir une reactivity croisee avec le systeme HBe, et plus 
precisement avec Ag HBe/3 et non avec les autres specificites HBe/1 et 2 (Vitvitski et a!., J. Virol. Methods, 
35 1:149-156,1980). 

Cette demonstration faisart supposer que I'Ag NANB decrit etait I'equivalent pour le virus NANB de 
I'Ag HBe/3. Les proprietes physico chlmiques de I'Ag NANB (HANTZ et al., J. Med. Virology 5:73-86 (1980) 
et sa localisation dans le noyau des hepatocytes rerrforgaient cette observation. 

L'Ag NANB a done etd redeslgne NAN Be, et on suppose que I'Ag decrit par SHIRACHI correspond a 
40 cet Ag NANBe, compte tenu de la reaction observee. 

En vue de ridentification d'autres systemes Ag/Ac speeffiques les couples de scrums donnant une 
double ligne de precipitation ont ete selectionnes. Une ligne de precipitation addftionneile, distincte de 
celle de I'Ag NANB/e, se trouvait reproductiblement situee, par rapport a celfe-ci, du cdte du pufts ou on 
avaft depose le serum a tester contenant Tantigene, la ligne de I'Ag NANB/e se trouvant, elle, plus pres du 
45 putts contenant ie react If anticorps. 

L'ultracentrmjgation des serums ainsi selectionnes a permis de retrouver dans les culots de 
centrifugation, I'activftd antigenique responsable de cette deuxleme ligne de precipitation alors que 
ractrvtte antigenique NANB/e n'est pas retrouvee dans les culots apres ultracentrifugatlon et reste dans le 
sumageant 

50 Le nouvel antigene ainsi Isold a permis enautte de selectionner, par reaction d'immuno-diffuslon par 

exemple, des serums contenant I'anticorps correspondant 

On satt que depuls I'examen eystematique des serums de donneurs de sang, dans la plupart des pays, 

pour la presence d'antigenes du virus de r hepatite B, plus de 80 % des hepatites post-transfusionnelles 

observees, sont des hepatites NANB. 
55 Qeneralement, le nouvel antigene decouvert, appele ci-apres Ag NANBs, est d6tecte dans les serums 

de 10 a 20% environ des patients souffrant d'hepatite post-transfuslonnelle, ainsi que chez des sujets 

asymptomatiques presentant une elevation de transaminases, TGP surtout, superieure ou egale a deux 

fois la valeur normaie. 

Les anticorps anti-NANBs (ou Ac anti-NANBs) sont detectes en proportion importante, chez les 
60 convalescents, generalement 1 a 12 mois apres normalisation du taux des transaminases, lis sont 
egalement tres frequents chez les sujets polytransfuses ou exposes de par leur activite a des contacts 
repetes avec le virus. 

La suite des essais decrits ci-dessus permet de d£tecter et d'isoier I'Ag NANBs et I'antfcorps 
correspondant, meme si on ne dispose pas d'un echantillon de reference. Une serie de travaux permis de 
65 demontrer que I'Ag NANBs est un Ag d'enveloppe du virus NANB. 
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Des recherches supplementaires ont encore permls la d6couverte d'un autre antigene, associe * la 
nucleocapside du virus NANB, deslgne Ag NAN Be (antigens de « core »). qui sera decrit davamage cl- 
ap res. 

L'int6f§t propre des 3 systemes Ag-Ac def inis cWessus pour la prevention, le pronostic, ie diagnostic 
5 et to traitement des hepatites NANB est variable, les 3 reactions se complete nt 

Ainsi, H exists pour le virus NANB comma pour le VHB 3 systemes Ag/Ac distincts associes au virus : 

1) Un Ag de surface ou Ag NANBs forme done renveloppe du virus complet et se trouve synthetise 
egalement en exefcs sous forme de petltes particules trfcs variables en taille dans le serum. Lore de 

10 I'infection, cet Ag est produit par le cytoplasme des h6patocytes infectes et egalement exprime sur la 

membrane de la cellule. , ... 

Les Ac antl-NANBs sont les Ac qui agglutlnent ces particules vlrates synthetisees en exces ainsi que 
le virus complet Ce sont done les Ac protecteurs. Leur presence chez un individu le protege contre 
Tlnfection comme cela a ete montre par Tad ministration des gammaglobulines de convalencents. 

15 Les Ag NANBs peuvent servlr de marqueur de ('infection et permettre de fairs le diagnostic d'une 
vir6mie NANB. N&mmoins la presence fr§quente d'Ag en quantite faible, ou ('association de cet Ag et 
d'Ac sous forme d'immuns complexes explique que, bien souvent, II sort difficile de mettre en Evidence 
par des techniques peu sensibles I'Ag NANBs. La realisation d'un test radioimmunologique ou 
immunoenzymatique ou d'un test d 1 hemagglutination permet grace au gain de sensibilite de d6tecter 

20 plus facitement les porteurs de virus par mise en evidence de faibles quantites d'Ag NANBs. 

2) Le systems antigenique NAN Be correspond a la nucleocapside du virus NANB complet qui, dans 
le serum, est enveloppe. L'Ag NAN Be n'est done pas libra dans le serum. On ne le revele qu'apres 
purification des virions et eclatement de I'enveloppe par des detergents doux (par exemple ceux designes 

29 par les marques commerciales Tween 80 ou Triton X100). L'Ag NAN Be est synthetise dans le noyau des 
hepatocytes infectes ou il est facllement mis en evidence par immunofluorescence et egalement en 
microscopie electronique, ou on peut detecter des particules caracteristiques qui ont I'aspect ultrastruc- 
tural des nucieocapsfdes en vote de formation dans les noyaux. L'absence d'Ag NAN Be libra dans le 
serum (puisque les nucieocapsides sont enveloppees) ainsi que la multiplication des capsides NAN Be 

30 dans le noyau des cellules infectees et leur liberation tors de la destruction de celles-ci, realisant une 
stimulation permanente, abouttt k la presence dans te serum d'antlcorps anti-NANBc des le debut de 
('Infection : ces anticorps anti-NANBc qui sont detectables par immunofluorescence Indirecte mais aussi 
par d'autres tests (contre6lectrophorese ou dosage radioimmunologique ou EUSA), temoignent d'une 
infection en cours revolution. Si les anticorps anti-NANBc contiennent des anticorps de la classe IgM, II 

35 s'agit d'une infection en cours ou qui date de moins de 8 semaines, done qui est toujours actuelle. S'll n'y 
a que des anticorps anti-NANBc de la classe IgG. ceci trad u It une infection pass6e, avec arrdt de la 
multiplication du virus depute un temps variable. 

L'interet essentiel du systeme Ag/Ac NAN Be est done le diagnostic des infections k virus NANB sort 
aigues sort chroniques et la possibility de dlstinguer les infections actuelles des infections passees (salon 
40 la presence ou l'absence d'lgM). 

II faut Insister sur I'lnterdt de ce systems pour fairs un reactrt k vises dlagnostique. En effet dans les 
Infections * virus NANB les Ag NANBe et NANBs qui servent egalement au diagnostic peuvent dtre 
masques sous forme d'immuns complexes £ certains moments de revolution. Dans ces conditions, seul 
I'anticorps anti-NANBc permettra de preclser qu'un sujet est infecte et/ou infectleux. Ce systems sera trte 
4$ important pour le diagnostic des porteurs de virus en particular chez les donneurs de sang afin de 
reconnaftre les donneurs Infectleux et exclure leur sang de la transfusion. 

On a egalement ddmontre qu'tl exists des reactivftes croisees entre les Ag NANBe des diverses 
souches de virus NANB obtenus k partir de foies Infectes par ces drfferentes souches. II est done 
interessant d'uttllser pour le reacttf de ('Invention plusieurs antlgenes NANBe de ces dtfferentes souches 
50 afin d'avoir le test le plus polyvalent possible en particular pour la detection des donneurs de sang 
dangereux, ces divers antlgenes NANBe etant de preference fixes sur (ou utilises avec) une mdms unite 
de reacttf. De memo on peut utillser pour un memo r6actif k la fois un Ag NANBe et un Ag HBc. 

II a egalement 6t6 decouvert qu'll y avalt une faible reactivtte crolsee entre les Ag NANBe et HBc. Dans 
certains cas, un serum fatblement positrt en dosage radlo-lmmunologique pour I'Ac anti-HBc r6veie en 
55 fait une infection k virus NANB et vice versa. 

3) Le troisieme systeme d'Ag et d'Ac lie au virus NANB est fe systeme Ag/Ac NANBe. 

Ce systdme est celui qui a ete decouvert inrtiale merit et appeie d'abord Ag NANB avant d'etre 
redesign^ Ag NANBe. 

60 II serait susceptible de correspond re au systeme decrft par SHIRACHI. Ce systeme antigenique a un 
(merit diagnostique important car la detection de I'Ag NANBe ou de I'Ac correspondent permet 
d'ldentrfier des porteurs de virus ou de re conn alt re que le virus NANB est responsable d'une hepatite 
aigue ou chronique. 

Les recherches du deposant ont montre que tant les sujets porteurs de I'Ag NANBe que ceux porteurs 
65 de I'Ac anti-NANBe sem blent activement infectes par le virus, comme en temoignent les tests 
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(^immunofluorescence et la microscopie electron ique effectues sur des biopsies hepatiques. 

Un des int^rets de I'Ag NAN Be est qu'il apparaft etre un Ag de groupe commun a plusieurs virus de la 
meme famille. L'Ag NANBe paraft dtre I'Ag pour lequel il existe la reactivity croisee la plus importante 
entre les divers virus de cette famille. Aussi, entre I'Ag e3 du VHB, I'Ag NANBe et aussi I'Ag e du virus de 
5 ('hepatite de la marmotte, la reactivity croisee est considerable. Cat Ag/e se retrouve egalement chez 
d'autres especes comme I'ecureuil souterrain. 

L'interet essentlel de cet Ag-e est done qu'il apparaft etre commun a toute une serie de virus 
hepatftiques de I'homme et des animaux, formant une nouvelle famille de virus que certains suggerent de 
designer HEPA-DNA virus. Cela explique egalement que des infections par des souches de virus NANB 
w distinctes du point de vue de teur immunity, en particuller chez le chimpanze donnent une reaction 
positive pour I'Ag NANBe. Ceci confere done a cet antig6ne une valeur diagnostique importante et 
complementaire de cede des anti-NANBc. 

Une autre caracteristique importante de I'Ag NANBe est d'etre synthetlse dans les infections NANB, 
en grand exces, souvent a un tttre superieur a I'Ag NANBs. ce qui permet un gain de sensibility. 
15 Comme indique precedemment, II existe une reactivity croisee d'irttensite croissante lorsqu'on passe 
des Ag les plus superficial ou de surface des virus de i'hepatrte aux Ag de nucleocapside core ou « e >. 

Ainsi les Ag NANBs et HBs n'ont que tree peu de reactivity croisee exclusrvement dymontrable par 
des tests tree sensibtes, alors que les Ag NANBe et NANBe orrt une reactivity croisee plus importante avec 
les Ag HBc et HBe/3 respect ivement. 
20 Compte tenu du mode de realisation pratique des tests commerciaux des Ag du VHB actuellement 
sur le marchy la reactivity croisee n'est pas utilisabte pour le diagnostic des hepatites NANB. 

Les 3 systemes Ag/Ac decrits cWessus peuvent servir de base a la realisation de tests dlagnostiques 
pour les sujets Infectes par le virus NANB, qu'ils soient symptomatlques ou non. Plusieurs types de 
reactrfs ont ete realises. Leurs i nty rets sont distincts et souvent complementaires. 
25 II convient de noter que dans le cas des infections NANB, les Ac naturels obtenus dans le syrum des 
malades sont insuffismmerrt speeffiques et ne peuvent pas etre utilises teis quels pour const ruire des 
tests. Les Ac dont on a besoin pour les reactrfs de ('invention et leur utilisation ne peuvent etre obtenus 
qu'apres purification des Ag par exemple selon les precedes qui seront decrits ci-apres. 

La presente invention a notamment pour objet un procedy de preparation d'antigenes purifies de 
30 rhypatite virale NANB, caractertsee par le fait que Ton syiectionne des serums ou des extrarts de fole dans 
lesquels on a reconnu la presence de virus NANB, que I'on procede a une ultracentrifugation pour 
concentrer lesdits virus dans le culot de centrifugatfon, que I'on recueille ledlt culot et le traite par un 
detergent non lonique, que I'on lalsse Incuber pendant 1 a 24 heures environ a tempyrature comprise 
entre 0 et 37 °C, que Ton procede a un fractlonnement et repyre les fractions contenant I'Ag NANBe 
35 purifie, selon les techniques connues, notamment les techniques basees sur la reaction antigene- 
anticorps. isole les fractions contenant de I'Ag NANBe purffle, puis que, si desire, on soumet lesdites 
fractions a Taction d'un detergent ionique, laisse incuber pendant 1 heure a 24 heures environ a 
tempyrature de 0 a 37 °C, et isole I'Ag NANBe. 

Pour detecter la presence de virus NANB, on utilise par exemple les mythodes merrtionnees darts 
40 I'artlcle de C.R. Ac. Sc. Paris, t-289 (17 decembre 1979) pages 1263-1266, et notamment le reperage d'une 
activity AON polymerase. 

Parmi les detergents non loniques on citera, notamment les aryl potyethers de glycol alkyles tela que 
le Triton X100, les poryoxyethyl6ne sorbltan monooleates tels que le Tween 80, ou encore le NP 40. 
Parmi les detergents loniques on citera notamment les detergents anioniques tels que le SDS 
45 (dodeeyl sulfate de sodium). 

Pour purifier I'Ag NANBe, selon un procydy egalement objet de I'invention, on peut aussi operer 
comme suit : on syiectionne des serums positifs pour I'Ag NANBe, on elimine les particuies virales 
eventueltement presentes, par exemple par ultracentrifugation, on yiimine tea gammaglobulines selon les 
mythodes connues, par exemple par precipitation au sulfate d'ammonlum, on concentre les tractions 

50 contenant I'Ag NANBe, notamment par precipitation, par exemple a I'aide de sulfate d'ammonlum ou de 
polyethyiyneglycol, puis on chromatographle les fractions concentrees contenant I'Ag NANBe sur un 
support sur lequel est fixee de I'heparine, on yiue avec une solution aqueuse de chlorure de sodium de 
concentration croissante, recueille tea eluats contenant I'Ag NANBe, et yiimine les sels selon tea 
methodes usuelles. II convient de noter que ce procedy est ygalement utillsable pour purifier I'Ag NANBs, 

55 en syiectionnant comme p rod u Its de depart des serums positifs pour I'Ag NANBs. On peut chromatogra- 
phier par exemple sur gel d'agarose sur lequel est fixee de Sparine (heparinogel, marque commercial) 
et recueillir ies eluats correspondant a une concentration en CINa de 0,3 a 0,7 M. On elimine les sels 
(prlnclpalement CINa) par exemple par dialyse. 

L'invention a egalement pour objet i'obtention d'antigynes purifies NANB, mettant a profit 

60 ('antigenicity croisee notable entre les virus NANB et HB. Ce procedy est caractyrise par le fart que Ton 
hyperimmunise des animaux avec une fraction purifiee en un antigene de rhepatlte B, que I'on utilise les 
gammaglobulines produites par les animaux hyperimmunises pour obtenir les lignes de precipitation 
avec des serums contenant un antigene NANB correspondant et exempts d'antigenes HB, et que I'on 
utilise les gammaglobulines ayant donny des lignes de precipitation pour realiser des supports de 

65 chromatographle d'afflnity qui permettront de fixer et purifier les antigenes NANB. 
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Dans le cas ou on a hyperimmune les animaux avec Ag HBc ou Ag HBe3. les antlcorps obtenus sort 
directemert utllisables en chromatographic d*affinft6 pour fixer les artlg6nes NANB. 

Dans le cas o£i Ton cherche k obtenir des antlcorps donnant une ligne de precipitation avec I'Ag 
NANBs, il est partlculi6remert utile d'hyperimmuniser les animaux avec de I'Ag HBs possedant le 
5 determinant a, par exemple I'Ag HBs de sous-type Ad et/ou ay. On peut notamment hyperimmuniser les 
animaux k t'aide de Ag HBs ad, puis de Ag HBs ay (ou vice versa), afin d'augmenter la proportion 
d'articorps corrtre le determinant a. On utilise les gammaglobulines des* animaux afnsi hyperimmunises 
pour obtenir des lignes de precipitation avec des Ag NANBs. On peut alors recueillir les lignes de 
precipitation obtenues et les administrer direetement, apres melange avec un adjuvant, k des animaux du 
10 mdme genre, qui peuvent etre sort des animaux neufs, sort les animaux ayant produrt les antlcorps 
donnant une ligne de precipitation avec les AG NANBs. 

De memo on peut proceder k une nouvelle hyperfmmunisation avec les lignes de precipitation 
obtenues de facon analogue avec I'Ag NAN Be ou NAN Be. 

La presente Invention a egalemert pour objet un reactif permettant le diagnostic de I'hepatite virale 
15 NANB ou permettant de reveler le stade d'evolution de la maladie, y compris la guerison, caracterise par 
le fait qu'II comprend un support (ou substrat) sollde sur lequel est fix6 au moins un antigene NANBc, 
NANBe ou NANBs et/ou au moins un antlcorps arti-NANBc, anti-NANBe ou anti-NANBs. 

L'antigene ou I'anticorps peut §tre fix6 sur le support sollde par tout moyen connu pour la fixation 
des antig&nes et des antlcorps. par exemple par adsorption, par liaison covalerte ou non, par exemple 
20 par couplage chimlque avec un agent de couplage blfonctionnel ou par affinity immunochimique. 

Le support peut dtre realise avec tout materiau solide biologlque (globules rouges) ou synthettque 
doue de proprietes adsorbantes ou capable de fixer un agent de couplage. Ces materiaux sort connus et 
d6crtts dans la Iitt6rature. Parmi les materiaux solides capables de fixer les Ag ou Ac par adsorption on 
citera par exemple le polystyrene, le polypropylene ou les latex. Parmi les materiaux utilisabtes pour fixer 
25 les Ag ou les Ac par covalence k I'alde d'un agent de couplage, on cite notamment le dextran, la cellulose, 
leurs derives amines tels que diethylamino-cellulose ou diethylamino-dextran. 

Le support se presente par exemple sous forme de disque. de tube, de baguette ou de bille. 
Les agents de couplage permettant de fixer par covalence les Ag ou les Ac sur le support solide sort 
connus; ce sort par exemple des derives carboxyllques, des d6riv6s blofonctionnels tels que les 
30 dlakJ6hydes (glutarald6hyde), des diisocyanates (toludne-diisocyanate), des quinones (benzoquinone). 
Les Ac ou les Ag peuvent 6galemert etre flxte sur des supports solides selon les methodes d6crites par 
exemple dans les brevets francais FR-B-2319 399, FR-B-2403 556 et FR-B-2 403 098. 

Selon un mode de realisation prefers, on utilise comma, support des billes ou des tubes de 
polystyrene. De teiles billes ayant par exemple 1 e 5 mm de diam&tre, peuvent etre obtenues dans le 
35 commerce, comme cela est indiqu6 dans la partie experimentale ci-apres. 

Selon un premier mode de realisation, le r6acttf de r Invention contiert de I'anticorps specif ique fix6 
sur le support sollde. 

L'anticorps est un articorps speciflque de I'Ag k detecter (anti-NANB/c, /e ou /s). 
Ce reactif permet notamment de detecter la presence de l'antigene correspondart. seion la methode 
40 dfte « sandwich », par mise en contact avec un serum k tester. Apres lavage pour eiiminer les molecules 
non flxdes puts mise en contact utt6rieure avec une preparation du meme articorps couple k un agent 
traceur (encore appeie articorps conjugud), on lave pour eiiminer I'excds d'articorps conjugue non fixe 
puis on examine si l'anticorps couple au traceur s'est fixe ou non sur le support C'est I'etape dite de 
revelation. II est ainsi possible de determiner si le serum teste cortenaft l'antigene a detecter. En effet, si 
45 i'anticorps couple k I'agent traceur se trouve fixe sur le support c'est que sur le support s'est forme le 
complexe anticorps-ertigene-anticorps conjugue, et que l'antigene recherche etatt done present Dans le 
cas contraire, on peut conclure a ('absence de l'antigene recherche dans le serum teste. 

Ce reactif permet egalemert la detection des Ag correspondants selon une methode dite de 
« competition ». Pour ceta, on met en contact le reactif avec le serum a tester. Apres lavage pour eiiminer 
so les molecules non fixees, on met en contact le reactif avec une preparation d'Ag couple k un traceur, I'Ag 
etant celui contra lequel est dirlge I'Ac fixe au support On lave k nouveau puis on examine le reactif pour 
rechercher la presence ou ('absence de l'antigene conjugue. SI I'Ag conjugue s'est fixe sur le reactif, c'est 
que les sites articorps etaiert fibres et que le serum a tester ne contenait done pas d'Ag contra I'Ac fixe au 
support. SI I'Ag conjugue ne se fixe pas ou ne se fixe qu'en faibte proportion, par exemple si la quarrtlte 
55 fixee est inferieure de plus de 50 % k la quanttte flx£e dans le cas d'un serum temoin ne contenant pas I'Ag 
recherche, c'est que le serum etudie contenait le meme Ag que cetui couple au traceur, et que le 
complexe Ac-Ag forme a masque les sites articorps et a empdche la fixation de I'Ag conjugue sur I'Ac 
fixe au support. 

Selon un deuxieme mode de realisation, le reactif de ('invention consent de l'antigene fixe sur le 
60 support solide. L'antigene fixe au support est I'Ag NANB/c, /e, ou /s. 

Ce reactif permet de detecter la presence des antlcorps correspondart k l'antigene fixe selon le 
prtneipe de la methode - sandwich » dej£ decrite ci-dessus, en remplacant bien ertendu l'anticorps 
conjugue par un Ag couple k un traceur, cet Ag etant celui contra lequel est dirige I'Ac recherche. Selon 
que I'Ag conjugue s'est fixe ou non, on conclura k la presence ou k ('absence de I'Ac recherche. 
65 De meme, le reactif de ce deuxieme fnode de realisation peut servir k detecter la presence des 
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anticorps antl-NANBs, antMMANBc ou antl-NANBe selon la methode de competition deja decrite, le 
conjugue etant cette fois I'anticorps correspondant couple k un traceur. Selon que I'Ac conjugue se fixe 
ou ne se fixe qu'en fafble proportion, on conclura a ('absence ou k la presence de I'Ac recherche. 
II convient d'lnsister sur le fait que les anticorps utilises pour la realisation ou Implication des 
5 reactifs de ('invention doivent etre des preparations d'anticorps specif iques obtenus soit par hype (immu- 
nisation selon les methodes connues a I'aide d'arttlgenes hautement purifies soit par chromatographie 
d'affinite, sort par production d'Ac monoclonaux. On a en effet constate que, contrairement a ce qui etait 
observe pour I'HVB, les anticorps naturals preleves che2 rhomme ne permettaient pas d'obtenir un reactlf 
suffisamment sensible. 

10 Bien entendu, les divers Ag utilises pour la realisation de ('application des r6actlfs de invention sont 
necessairemerrt des Ag hautement purifies. 

Selon un mode de realisation partlculier, J'Ag NANB du reactlf destine a la recherche de I'anticorps 
correspondent peut etre fixe sur le support par rintermedlaire des anticorps du serum k tester, selon une 
m6thode« sandwich inverse ». Dans ce cas on utilise k titre de produtt Intermedlaire le reactif constrtue 

15 par de I'anticorps antHgammaglobulines M ou Q humaines) fix6 sur le support Ce rdactif Intermedial re, 
mis en contact avec te serum k tester, fixe les gammaglobu lines M ou G serum. 

Pour utilteer le react if ainst obtenu, on met en contact le support revetu de gammaglobu lines M ou G 
du s6rum a tester par rintermedlaire des anti-gammaglobulines M ou Q humaines, avec une preparation 
purtfiee d'arrtigene de I* hepatite NANB, par example une preparation purtflee d'Ag NAN Be. On met 

50 ensuite en contact fe support avec une preparation d'anticorps correspondant audit antigene purify, led it 
anticorps etant couple a un traceur. on observe ensuite par revelation selon les methodes usuelles si 
I'anticorps couple au traceur s'est f bee sur le support S'll est fixe, e'est que le serum etudie contenart des 
anticorps contra ledit antigene pu rifle, el s'll n'est pas fixe, le serum etudie ne contenart pas (edit 
anticorps. II est en partlculier interessant d'utiliser le support Intermediate decrit cWessus contenant 

25 des anticorps contre les differentes classes M ou Q d'immunoglobulines anti-IgM humaines ou antl-IgG 
humaines, ce qui permet de distinguer les dffferents stades devolution de la maladie, comme cela a ete 
indique ci-dessus. On peut egalement rechercher les anticorps NANB du serum a tester par addition d'Ag 
correspondant couple a un traceur. SI I'Ag conjugue se fixe, e'est que I'anticorps correspondant etait 
present dans le serum. 

30 De preference, I'incubation du reactlf avec le serum a tester et avec les preparations d'Ag ou 
d'anticorps couple au traceur est effectu6e de preference a pH alcalin (par example a pH de 7 a 9), en 
laissant incuber pendant 1 a 48 heures, k temperature comprise entre 5 et 50 °C environ. 

G6neralement la quanttte d'antlgene ou d'anticorps fixee sur une unite de reactlf (par exemple une 
bille de polystyrene) est la sulvante : 
35 anticorps : de 1 a 20 u£, par exemple 10 fig environ ; 
antigene : de 0,1 a 10 \ug t par exemple 1 ng environ. 
Le traceur est un traceur radioacttf ou enzymatique. 

Le traceur peut etre un traceur radioactff obtenu par exemple par echange isoto pique avec un 
isotope radioactif tel que 1 125. 

40 Le couplage des anticorps ou des antigenes avec un agent traceur radioactif est connu en soi et peut 
etre realise par exemple selon la methode decrfte par GREENWOOD. 

La radloactivtte eventuellement presents sur le reactif de I'lnvention apres realisation du test est 
evaluee selon les methodes usuelles a I'aide d'un compteur approprte (compteur gamma, ou a 
scintillation). 

45 Le couplage des anticorps ou Ag avec un traceur enzymatique est connu en soi et peut etre realise 
par exemple selon une methode analogue a celle decrfte par NAKANE, Journal Histochemistry 
Cytochemistry, 22 : 1984-1991 (1974) qui consists a fixer I'enzyme sur des molecules d'lgG supports de la 
fonctfon Ac. L'enzyme est par exemple une peroxydase ou une phosphatase aicaline. L'activite 
enzymatique eventuellement presente sur le reactif apres realisation d'un test peut etre determines selon 

50 les methodes connues avec un substrat approprie permettant par exemple une revelation par 
colorimetrte, par fluorescence, par luminescence ou par potentiometrie. 

I. Reactifs utilisant le systeme Ag NANBs. 
55 1. Interets : 



Cet Ag est specifique de I'enveloppe du virus NANB. Le virus NANB plus frequent est designe par 
NANB1, et fa description qui suit conceme plus particulierement ce virus, pour simplifies It est blen 
entendu que I'antlgene de surface de tout virus apparente donnant une reaction d'immunfte croisee avec 
60 le virus NANB1 est egalement utllisable. 

Cet Ag de surface appacait dans le serum des sujets infect6s par le virus NANB 2k4 semaines apres 
une transfusion ou une piqure accidentelle. II precede ('elevation des transaminases quand elle se produit 
de 1 a 8 semaines parfois plus. II persiste pendant toute la dur6e de leur elevation et souvent apres 
qu'elles soient revenues a la normale. Sa presence est un signe de viremie NANB et done d'infectivrte. 
fi5 Sa mise en evidence traduit done la presence du virus NANB dans le foie et le s6rum, et I'infectivite du 
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sang de la personne porteuse qui est done capable so it de transmettre una hepatite en donnant son sang, 
soft de la communlquer lors de ses contacts Intlmes. 

Dans les hepatites chroniques, I'Ag NANBs est present de facon persistante. 

Cet Ag peut etre masque dans certaines conditions sous forme de complexes antigene-anticorps, et 
5 Ton peut dGtecter les anticorps antl-NANBs chez certains sujets malades. Leur apparition est signe 
d'amdlioration cllnlque, mats peut dtre pas de facon immediate signe de guerison. 

Certains sujets peuvent dtre porteurs de complexes Ag/Ac NANBs/antMMANBs en exces d'Ac, qui 
seuls sont alors d6tect§s. Ces sujets sont toujours infectleux. 

L'Administration d'Ag NANBs k des anlmaux y compris I'homme, provoque chez ceux-ci le 
10 developpement d'une n&ponse anticorps. Une telle administration permet soft d'obtenir des anticorps 
correspondents, soft de realise r une vaccination contre l'h§patlte NANB. 

2. Realisation d'un dosage radloimmunoiogique en phase sollde de type sandwich pour la detection 
de I'Ag NANBs. 
15 a) purification de I'Ag NANBs : 

On rappelie que I'Ag NANBs presente les caracteristiques suivantes : 

— Densite : entre 1,20 et 1,30 g/ml en solution de chlorure de cesium, et entre 1,15 et 1,25 g/ml en 
solution de saccharose ; 

— migration eiectrophonSftlque dans la zone des a-0-globullnes ; 

20 — II est associe en particular a des particules d'allure virales dont les plus caracteristiques ont des 
tallies variant de 10 a 45 nm de diametre, le virion complet apparaissant comme une sphere k double 
enveloppe de 35 k 45 nm ; 

— lorsqu'il est administrd k un animal ayant un systeme immunitaire, il provoque la formation 
d'anticorps avec lesquels il donne une reaction de precipitation, led ft anticorps 6tant en outre capable 

25 d'agreger et/ou de prtcipfter lesdftes particules virales completes k double enveloppe contenant une 
nucleocapside, ayant des dimensions de 35-45 nm environ, fedft anticorps etant egalement capable de 
provoquer, lorsqu'il est couple avec un agent de fluorescence, une fluorescence cytoplasmique et/ou 
membranaire dans des coupes de tissu de foie provenant de sujets atteints d'hepatite NANB ; led it 
anticorps n'etant capable ni d'agreger ou de precipiter les particules completes du virus de I'hepatite B, ni 

30 de provoquer une fluorescence cytoplasmique et/ou membranaire dans des tissus de foie de sujets 
atteints d'hepatite B. 

L'utilfsatlon d'un 6chantillon d'anticorps anti-NANBs permet de sefectionner facilement les serums 
contenant I'Ag NANBs, ceux-ci pouvant servir k leur tour k I' identification des serums contenant I'Ac anti- 
NANBs. 

35 Pour purifier I'Ag NANBs, on selectionne des serums ou des plasmas dans lesquels ona repere, selon 
les methodes classiques telles que les reactions d'immunodiffusion, de contre-diectrophor§se, d'inhibi- 
tion de rimmunofluorescence, ou de radio-immunologie, la presence d'antigdne NANBs, et on purffie 
ledlt antigens selon les methodes classiques de purification des proteines. 

Cette purification peut dtre effectuee en utillsant par exemple au moins une des methodes suivantes : 

40 — chromatographic d'afflnitd, 

— uttracentrifugation, par exemple en gradient de saccharose ou de cesium ; 

— chromatographic sur gel, en particuiier sur heparinogel ; 

— precipitation fractionnea k I'aide d'un agent precipitant tef que les polyols, par exemple le 
polyethylenegtycol, ou tel que le sulfate d'ammonium, 

45 — ultrafiltration k I'aide d'une membrane dont la dimension des pores est telle qu'elle retient les 
molecules ayant un polds mol6culalre superieur k 30 000. 

L'antigene NANBs etant parfois present sous forme d'immunocomplexes, il est alors avantageux de 
dissocier lesdfts complexes soft avant I'operation de purification soft en purifiant dans des conditions 
assurant cette dissociation (par exemple k pH suffisamment acide ou suffisamment alcalin). 

so Pour purifier l'antigene par chromatographic d'affinlt§, on peut par exemple proc6der k une 
chromatographic sur un support, de preference poreux, dont la surface est tapissee d'un revetement de 
molecules anticorps anti-NANBs rellees au support par I'intermddiaire d'un agent de cou plage. Le 
support est par exemple constltue par du Sepharose. L'agent de couplage est par exemple un hatogdnure 
de cyanogene. On dispose rimmunoabsorbant dans une colonne, on applique k cette colonne une 

55 solution de l'antigene k purifier, on lave avec un tampon. On 6lue ensuite rantigene, un agent dissociant 
la liaison antigene-anticorps, par exemple avec une solution tampon k pH acide ou au contraire alcalin, 
car ces pH extremes entratnent une dissociation de la liaison entre Ag et Ac. On coltecte des fractions 
dans tesquelles on repere la presence de proteines par mesure de la densite optique k 280 nm, et fa 
presence de l'antigene NANBs est detectee dans les fractions, par les reactions serologiques avec I'Ac 

60 anti-NANBs : CEP (contre-electrophor&se), et/ou inhibition de ('immunofluorescence et de la radioim- 
munoprecipitation. 

Pour mettre en oeuvre une purification par uttracentrifugation, on prepare un gradient d'une solution 
d'un agent tel que le sucrose ou le chlorure de cesium, on depose la solution a purifier sur ledlt gradient 
et Ton precede a une ultracentrifugation. On recueille les fractions dans eel les correspondant a une 
65 densite de 1,20 k 1,30 en CsCI et 1,15-1,25 en sucrose on retroove en serologic I'Ag NANBs. 
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Pour realiser une purification par chromatographic sur gel, on dispose dans une colonne un gel de 
materiau hydrophile poreux, on applique sur la colonne une fraction contenant I'antigene & purifier et Ton 
elue Tantigene. On opere de preference en milieu alcalin, qui a un effet dissociant et qui permet done de 
recuperer I'Ag NANBs present sous forme d'immunocompiexes. 
5 On collecte des fractions dans lesqueiles on repere la presence de protetnes par mesure de fa densrte 
optique a 280 nm. L'antigene NANBs est detecte dans ces fractions, par les reactions seroiogiques 
indfquees precedemment 

Oe preference, pour mettre en oeuvre toutes les methodes de purification, on utilise com me prod u it 
de depart un serum ou un plasma defibrine et concentre, par exempte de 2 a 10 fois. La concentration 
10 peut etre realises par exemple par precipitation des proteines, not'amment au polyethylenegtycol ou au 
sulfate d'ammonlum et redissolution dans une solution aqueuse tamponnee. On determine de facon 
simple la quantite d 'agent precipitant necessaire, par exempte sulfate d'ammonium a 60 %. 

Toutes les methodes rappelees endessus pour la purification de I'Ag NANBs peuvent etre utilisees 
egalement pour la purification des Ag NANBc et NANBe. avec les adaptations necessalres. 
15 b) preparation d'anticorps anti-NANBs. 

L'Ag purifie obtenu au parag raphe precedent sert a Immuniser des animaux qui permettent d'obtenir 
des arttlcorps anti-NANBs specifiques. 

Pour cela on admlnlstre a un animal une preparation d'antigene NANBs purifies telle que decrite ci- 
dessus en combinalson avec de ('adjuvant de FREUND complet ou avec tout autre adjuvant On effectue 
20 au moins une administration et de preference plusleurs. Le sang de ranimal est preleve au moment du 
taux optimum des Ac voulus, au bout de 1 a 4 mois par exemple, et on preleve lesang dont on recueille le 
serum. On s'assure que ce serum ne contlent pas d'anticorps antt-proteines humaines normales. En 
immunodiffusion le serum obtenu donnera une ligne de precipitation avec un serum d'origine humaine 
contenant de I'antigene NANBs. 
25 L'Ac anti-NANBs peut etre purifie et isole, selon les methodes connues de purification et d'isolement 
des gammaglobulines telles que les fractionnements h I'ethanol au sulfate d'ammonlum ou au Rrvanol. . 

Les anticorps NANBs contenus dans les gammaglobulines specifiques preparees, et dont la presence 
peut etre confirmee par les differents tests d'Immuno-fluorescence, de CEP ou de DRI, sorrt capabfes 
d'agreger les particules virales NANB, y compris les virions complets associees a une activity ADN 
30 polymerase comme on peut le demontrer en faisant preciprter les virions complets marques par des 
nucleotides radioactifs. 

c) preparation du traceur. 
A partir des anticorps anti-NANBs, ceux-ci soht couples soft avec un traceur radloactif, par exemple a 
I'ibde 125 pour obtenlr un dosage radtoimmunologique, sort avec un traceur enzymatique, par exemple 
35 avec la peroxydase pour obtenir un test immuno-enzymatique. 

Realisation du test 
Celul-ci est fatt de maniere analogue au test pour I'Ag NANBe. 

40 II. Realisation d'un test pour les Ac anti-NANBc. 

L'Ag NANBc peut etre purifie a partir du foie ou du serum. L'Ag NANBc purifie va permettre de servir 
de base a la realisation d'un test pour I'antWMANBc par exemple par un DRI selon une methode de 
competition. Le test d'immunofluorescence indirecte en utllisant divers substrats provenant de divers 
45 malades et en testant des cas d' hepatite NANB de diverses origines a permis de montrer qu'il existe des 
variations d'Ag NANBc seion la souche du virus NANB en cause. 

Deux principaux types d'Ag NANBc ont pu etre & ce jour Identifies, lis se component de maniere 
analogue et les methodes d'extraction sont identiques pour lea 2 types principaux de virus NANB 
identifies & ce jour, designee par convention NANB1 et NANB 2. 
so En Immunofluorescence indirecte, utilisant comme substrat des coupes de foies Infectes par un virus 
NANB (par exemple par le virus NANB1 ou NANB2), on detecte chez une population normale de donneurs 
de sang environ 10% d'anticorps antf-NANBcl et 5% d'anticorps anti-NANBc2. 

Avec la sensibifite du dosage radio-immunologique pour les anti-NANBc, on obtient un grand nombre 
de sujets sains chez qui on trouve des anticorps anti-NANBd ou 2 traduisant qu'ils ont ete un moment 
55 donne de leur vie en contact avec ce virus et se sont immunises sans fatre de ma ladle. 

Au total une minorrte de tous ces donneurs de sang, soit 2 a 4 %, presente des anomalies detectables 
de la biologte hepatique sous forme de transaminases et/ou gamma GT au-dessus de 2 fois la valeur-seuil 
de la normale. 

Les anticorps anti-NANBc apparaissent a la phase aigue de la maladie des le debut de la montee des 
$0 transaminases (en meme temps qu'apparart I'antigene NANBe) et iis persistent pendant toute la duree de 
la maladie et aussi pendant la convalescence et.restent presents plusieurs annees apres la mafadie. II 
n'est done pas douteux, vue la frequence des expositions au virus NANB au cours de la vie, qu'une 
proportion relativement importante de la population ait des anticorps. 

Le titre des anticorps est maximum a la phase aigue de la maladie et si celle-cl guerit leur taux 
65 decroit. 



9 



« 



0 074 986 

Avec une mdthode peu sensible telle que ('immunofluorescence indlrecte, on garde une bonne valeur 
diagnostique, la presence dee antlcorps arrtl-NANBc traduisant une maladle en cours d'evolution ou etant 
en train de s'amellorer. ...... • , ^ „, . 

Grace k rimmunofluorescence indlrecte, on a retrouve pour les virus NANB ce qui est connu pour les 

5 autres virus c'est-a-dire que la classe d 'Immu nog lobu lines qui supports I'actMte arrticorps au debut de la 
maladle est representee par des immunoglobulines IgM, puis lorsque la maladie s'arrete et que le virus 
n'est plus prodult, les arrticorps IgM sont remplaces par des arrticorps excluslvement IgQ. 

La mise en Evidence d'arrticorps arrtl-NANBc de classe IgM prend done un irrteret diagnostique 
essential puisque ceux-cl vont traduire une infection en cours d'evolution. Si on se contente de 

10 rechercher les antt-NANBc IgM ceux-ci ne sont plus presents que chez it peu pres 4 k 5 % des donneurs de 
sang. Au cours des hepatites aigues, les anti-NANBc IgM ne persistent pas apres la normalisation des 
transaminases dans la majorite des cas. Au cours des hepatites chroniques par contre, I'anti-NANBc IgM 
persiste. La valeur diagnostique est done considerable. 

On a egalement trouve une relation quantitative entre la presence d'antl-NANBc a un titre eleve 

15 supSrieur k 200 en DRI et une infection aigue ou chronique toujours en evolution. En immunofluores- 
cence indlrecte, un titre superieur ou egal au 40» traduit toujours que le virus se replique et done que le 
malade sera contagleux. En dosage radio-immunologique un titre superieur au 500* traduit la replication 
virale NANB actuelle ou persistante et s'accompagne toujours d'antf-NANBc IgM. 

Pour attelndre ie but recherch6 dans le diagnostic qui est de demontrer soit la presence du virus. 

20 e'est-e-dire son rdle darts une hepatite aigue ou chronique et aussl d'autres syndromes comme nous 
I'avons vu, soit I'infecttvite d'un sujet, en particulier celle d'un donneur de sang risquant de transmettre 
une hepatite NANB, on a deux possibilites : soit mettre en evidence des anti-NANBc IgM, soit titrer les 
anti-NANBc totaux detectes et admettre que tous les titres superieurs au 200* et en tous cas k partir du 
500* correspondent k une replication du virus NANB. 

25 L'objectrf final etant d'avoir un test unique pour le reperage immedlat de tous les flacons de sang 
potentiellement infectieux, on peut realiser un test ou sur un support solide seront fixes d'une part I'Ag 
HBc permettant de detector des antl-HBc et ainsl des sujets infectieux pour le virus HB et d'autre part des 
Ag NAN Be 1 et 2 pour reperer les 2 prlnclpales classes de virus NAN Be. La quantrte de traceur antt-NANBc 
est calculee pour obtenir la sensibility voulue correspondant au seuil recherche. On a ainsi un test 

30 polyvalent qui en 1** intention repere tous les virus de la famille de I'hepatite responsables d'hepatltes 
post transfusionnelles. Dans un T temps, on peut faire une analyse plus fine en separarrt les cas arrtl- 
HBc-posrtffs qui sont dus au VHB des autres cas. II ne faut pas non plus meconnaJtre ('existence 
d'lnfections doubles. 

Pour la realisation d'un test susceptible de reperer la classe IgM des antlcorps anti-capsidiques du 
35 VHB et des virus NANB 1 et 2 on fixe sur le support solide, par exemple une bille de polystyrene des 
arrticorps arrtWgM humaines d'origine animate (par exemple de mouton, lapin ou autres). Cette bille va 
done representor un piege pour toutes les IgM des serums humains. Si on incube une telle bille avec un 
serum, elle fixe les IgM circulants. Dans un 2* temps, on rajoute apres lavage une quantrte fixee 
d'arttigene en Toccurrence soit de I'Ag NANBct, NANBc2 ou HBc ou un de leurs melanges le tout en 
40 dilution dans du serum humain normal. Apres incubation de 16 k 24 heures k la temperature ambiante on 
lave. S'il avait des IgM qui ont une activlte arrticorps contre I'Ag conslddre, II y a eu attachement de I'Ag 
que Ton avait rajoute. II reste alors k le reveler par addition d'un marqueur approprie, c'est-e-dlre un 
arrticorps anti-NANBcl, arrti-NANBc2, ou antl-HBc, ou un melange de ces antlcorps, couple k un traceur 
radioacttf ou k un traceur enzymatique (par exemple le peroxydase, qui ensuite donne une reaction 
45 coloree lorsqu'elle est oxydee avec le perlodate) et selon le cas on compte la radloacthrite dans un 
compteur de radiation ou on apprecle la postttvtte par la reaction coloree k I'atde d'un photometre qui la 
quarrtifie. 

On peut egalemertt detector des Ac anti-NANBc avec un support sur lequel est fixe de I'Ag NAN Be 
purtfle, selon les methodes (sandwich ou competition) decrftea ckJessus. 

SO II est possible de realiser des tests speciflques pour chacun des Ag NANBd et NANBc2 mats 11 parait 
plus loglque d'envisager la realisation d'un test unique pour les deux plus frequerrtes infections k virus 
NANB. Pour ceia on utilise un melange des deux Ag (NANBd + NANBc2), fixe sur un support solide par 
mise en contact dans un tampon phosphate pendant une nuit a 4 °C. Apres sechage et lavage, les sites 
eventuellement disponibles sur le support sont ensuite satures avec une solution proteique telle que 

55 Themogiobullne ou I'albumine bovine. Le reactlf constitue par le support ainsi endurt d'Ag va servir k la 
realisation d'un test, par exemple selon la methode de competition. II est incube par exemple avec 200 til 
de serum k tester pendant 1 h k 37 °C. Apres lavage on fait agir les Ac correspondents couples au traceur, 
par exemple les Ac anti-NANBc radioactlfs. La fixation maximum de ces Ac traduit la liberte des sites 
NAN Be sur le support et done que le serum etudie ne corrtenatt pas d'Ac anti-NANBc. Inversemertt, si on 

60 observe une reduction de plus de 50% du nombre de coups/minute de radioactivite par rapport k un 
temoin, e'est que le serum etudie contenart I'Ac antt-NANBc qui s'est fixg sur le support muni d'arrtlgene 
en rendant celui-ci Inaccessible aux anticorps radioacttfs ulterieurement mis k son contact. 

III. Detection des Infections hepatiques k virus NANB ou analogues k I'aide de I'Ag NANBe ou de I'Ac 
$5 anti-NANBe. 
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L'intentt d'un tel systems provient du fatt que I'Ag NANBe est I'Ag le plus profond des virus. C'est un 
Ag de groupe commun aux membres de la famflle des virus d'hepatite qu'ils soient B ou NANBe. line 
etude des hepatites post transfusionnelles, dans 6 centres differents : Lyon, Paris, Londres, Hannovre, 
Kiel, New York, a revel§ que la frequence de ta detection de I'Ag NANBe au cours des hepatites post 

5 transfusionnelles variait de 60 a 100 % des cas avec une moyenne autour de 80 %. Compte tenu que la 
methods utilisee etait peu sensible (immunodiffusion) ceta signifie que le systeme Ag/Ac NANBe utilise 
est quasi constant dans les hepatites NANB post transfusionnelles. Cecl etait d'autant plus surprenant 
que Ton pouvait s' attend re a des variations epidemiologiques dans des souches de virus NANB distinctes 
vu les regions tree differentes. II est en effet quasi d6montre qu'il existe plusieurs types d* hepatites NANB. 

70 Le fait que des virus de Phepatite NANB distincts n'entrainent pas d'immunitd croisee a conduit a 
penser que leurs antigenes d'enveloppe etaient difterents mats pouvaient appartenir a la meme famille de 
virus ayant en commun le meme Ag NANBe. Ce phenomene a 6te d^montre pour le virus NANB, le virus 
HB ainsi que pour un virus de ('hepatite d'une autre espece animate, celui de la marmotte puisque pour 
les 3 virus on peut mettre en Evidence Ag HBes ou une reaction croisee avec HBe> Cette hypothese de 

75 I'extstence de plusieurs virus NANB possedant un meme antigene de groupe NANBe a 6te confirmee 
lorsque des inoculums entralnant des hepatites NANB d'incubations tree differentes et s'accompagnant 
de lesions u It rastructu rales et de particules distinctes en microscopie electronique (souches H et F de 
SHIMIZU) ont ete inoculees chez les chlmpanzes (SHIMIZU, SCIENCE, 1980). L'etude des serums des 
chimpanzee ainsi inocules avec ces 2 souches de virus NANB distinctes a montre que I'Ag NANBe 6tait 

20 detectable chez les chimpanzee irrfectes avec la souche F comme avec la souche H. La conclusion que 
I'Ag NANBe 6tait un Ag de groupe de famille des virus de I* hepatite regroupant des virus de I'homme tel 
que le VHB, ou les virus NANB de souches differentes H et F et meme le virus de la marmotte paratt done 
bfen etablie. 

Ceci confere done un interest exceptionnel a cet Ag NANBe putequ'll permet done a priori de 
25 diagnostlquer tous les virus appartenant & ce meme groupe, meme des virus NANB ou autres Hepa DNA 
virus non encore decouverts ou non encore apparus. L'inter&t de ('antigenicity croisee entre ie virus 
HBe/3 du VHB et I'Ag NANBe du virus NANB n'est pas majeur pour le diagnostic des hepatites B 
puisqu'on dispose de tree bons reactifs specifiques pour la reconnaissance des hepatites a VHB. Par 
centre il n'en va pas de m£me dans le cas des hepatites NANB pour lesquelles aucun test dlagnostique 
30 n'existaft a ce jour. 

Les difficult^ de la serologic NANB sent Uses a ('existence frequente au cours des hepatites NANB 
d'antigenes qui ne sont pas d'origine virate mats lies a I'hdte et qui sorrt presents a la phase aigue de la 
matadle et induisent des anticorps. Ces Ag peuvent se rencontrer dans une pathologie et dans des 
conditions distinctes de ('hepatite NANB et sont a I'origine de nombreuses fausses reactions car ce sont 

35 des constituents normaux qui peuvent s'observer dans de tres nombreuses circonstances ciiniques avec 
atteintes du foie d'originee tree drverses. 

Ces phenomenes parasites expliquent qu'aucun test diagnostique reposant sur I'utilisation d'Ac 
naturels s6lectionnes chez I'homme n'a pu constituer le point de depart d'un test satisfaisant jusqu'a ce 
jour. C'est done une caracteristique essentielle de I'invention que de reposer sur ('utilisation d'Ag purifies 

40 et d'Ac animaux specrttques ou d'Ac humains monoclonaux ou polyclonaux de specificity satisfaiaante 
prepares par chromatographie d'affinite avec de I'Ag purlfid. 

Obtentlon des reacttfs : Ag NANBe et Ac anti-NANBe necessaires pour realiser le test. 

45 La realisation d'un test specif ique pour I'Ag NANBe exfge done 1) la purification de I'Ag NANBe, 

2) ('immunisation d'animaux afin d'obtenir des Ac specifiques de tttre 6leve et d'affinite eleven, 

3) selection d'Ac monoclonaux ou polyclonaux monospeclflques. Grace a ces anticorps II est possible de 
realiser des tests de sensibility variable croissants et specifique tels que ('immunodiffusion, la 
contreelectrophorese et surtout le dosage radio immunologlque (DRI) et immunoenzymatfque (EUSA). 

so 

Purification de I'Ag NANBe 

Deux m6thodes ont 6te mises au point pour la purification de I'Ag NANBe : 
55 Premiere methode 

On prepare et purffie d'abord I'Ag NANBe a partir de foie Infect 6 par un virus NANB. Sur I'Ag NANBe 
ainsi purifle on fait agir un agent detergent fort, e'est-a-dire un detergent ion ique, en particuiier 
anionique, tef que le SDS. On op ere generalement en presence d'un reducteur tel que ie dimercaptoetha- 

60 no) pour liberer I'Ag NANBe. Cet Ag est alors utilise pour immuniser des animaux, par exempie des lapins 
pour obtenir des Ac anti-NANBe qui reagissent en immunofluorescence pour detector I'Ag NANBe dans le 
noyau des hepatocytes infectes, ce qui confirme leu r specific rte. Ces Ac specifiques peuvent etre utilises 
pour detecter I'Ag NANBe dans le serum par Immunodiffusion et contreelectrophorese. Cet AC pur If 16 
sert egalement de base a la realisation du reactif selon i'invention permettant d' effect uer un test de DRI 

65 dit en sandwich ou bien un test immunoenzymatique qui sera detaille plus loin. 
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Deuxieme methode 

L'Ag NAN Be seiique peut egalement etre purifie par chromatographic d'absorption. On a decouvert 
que I'Ag NAN Be avait en particuller une affintte elective pour les gels d'heparine. Ceia a servi de base a la 
5 mlse au point d'une purification salon ce principe : dans un 1* temps, le sdrum contenant I'Ag NAN Be est 
applique sur une colon ne de gel d'heparine ou il se fixe et on constate que I'Ag NANBe est retenu sur la 
colonne ; dans un 2* temps on realise I'elutlon et on recueille les fractions NANBe positives. 

Immunisation des animaux (lapins, cobayes) 

10 

On opere par example par injections, faites en de multiples sites a chaque lapin de 300 u£ de 
solution antlgenique titrant 1/16 en CEP, apres melange avec de I'adjuvant compiet de FREUND pour les 
2* Injections et pour les sutvantes, a 1 mois d'intervalle, avec de ('adjuvant Incomplet 

15 Obtention d'immuns serums monospecifiques 

Selon une premiere technique, on ialsse incuber 2 h a 37 °C (ou 24 h a + 4 *C) les immuns serums 
obtenus sur du serum humain normal, polymerise par traitement a la glutaraldehyde et sur du broyat de 
fole humain normal egalement insolubilise par la glutaraldehyde. On repete I'operation jusqu'a 
20 disparition de toute reactivity corrtre des serums ou extralts de foie normaux. Seule subsiste alors 
I'activitd anti-NANBe. 

Une autre voie d'obtention d'Ac monospecffique sera la preparation d'Ac monoclonaux selon la 
technique des hybridomes. 

Une quatrleme possibilfte consiste a realiser une absorption selective des Ac anti-NANBe par 
25 chromatographie d'affinlte sur un support revStu d'Ag NANBe purtfie, selon les method es connues. 

Realisation du test pour I'Ag et I'Ac NANBe 

Ce systeme precipitant peut dtre d6tect6 notamment pour : 
30 — immunodiffusion (ID) 

— contreStectrophorese (CEP) 

— dosage radio immunologique (DR1). 

D'autres method es ctassiques de serologic peuvertt etre employees grace aux Ag purifies et Ac 
monospecifiques qui ont ete prepares, en particuller les tests d'hemagglutination, ou bien les dosages 
35 Immunoenzymatiques. 

Avec le reactif de I'inventlon, en flxarrt sur un support de I'Ag NANBe (ou de ranticorps-anti-NANBe) il 
sera possible de detector I'Ac anti-NANBe (ou de I'Ag NANBe) selon les methodes de sandwich ou de 
competition dec rites ci-dessus. 

40 IV. Cas particulier de la detection des donneurs de sang susceptibles de transmettre un virus de 
1' hepatite NANB, mats aussi tout autre virus apparente Hepa-DNA virus. 

A. Comma Indique ci-dessus dare les generalites il s'agit d'un probleme majeur par ses consequen- 
ces en raison : 

45 1) de la frequence du portage de ces virus par environ 3 & 10 % des donneurs de sang benevoles, et 
une proportion allant jusqu'a 35 % pour les donneurs remuneres et en pays d'endemie ; 

2) de la gravitd potentlelle des hepatites NANB post transfusionnelles dont 50 % evoiuent vers la 
chronicitd avec finalement cirrhose du foie possible, et qui au total ont une morbldtte et mortality 
considerables. 

so B. Une des caracteristiques de ['invention est d'avolr preclsd la possibllite de depister les donneurs 
infectieux asymptomatiques par plusieurs tests serologiques specifiques permettant la detection de I'Ag 
NANBs, de I'Ag NANBe, et des Ac antl-NANBc/1 et 2, chacun des tests ayarrt son interet propre. 

C. Une deuxieme caract6r)stique de cette decouverte est la caracterisation de la blologle et de la 
virologie des virus NANB, et la mlse en evidence des differences tres variables du comportement des 

55 marqueurs viraux NANB s, e et c, et une evolution tres dlfferente par rapport au virus HB. 

a) L'Ag NANBs est beaucoup molns abondant que dans les infections a VHB par contra I'Ag NANBe 
lui est prod u it en quantrtes egales sinon plus importantes que dans ('hepatite B, et souvent superieures a 
celles de I'Ag NANBs. Un test reposant sur I'Ag NANBe sera done plus sensible dans certains cas. 

b) Une autre caracteristique est le caractere fluctuant et recurrent mais helas chronique des 
60 infections NANB avec episodes de normalisation plus ou moins parfalte y comprls des SGPT. On crort le 

sujet gueri puis ii y a rechute. Les marqueurs NANBe et NANBs evoiuent de fagon se.mblable et 
disparaissent par episodes du serum : 

a) en partfe parce qu'il y a des cycles de synthese avec des recrudescences et phases de 
quiescence, 

65 0) en partfe car les Ag sont masques par les Ac anti-NANBe et antMMANBs sous forme de 
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complexes Ag/Ac, ceux-ci pouvant etre Infectleux. Dans le cas de complexes immuns masquant les Ag 
NANB/s et e, ou d'une brusque baisse de synthase, les Ac anti-NANBc k titre eieve gardent toute leur 
valeur pour repdrer un donneur dangereux, C'est m§me un de leurs int6n§ts essentiels. 

7) II semble qu'inversement au virus HB II y ait aussl des cas avec de grandes quantites d'Ag 
5 NANBe, et NANBs accessolrement, ou les antl-NANBc/1-2 sont k un tltre tres falble. 

Au total les constatations conduisent k penser que le test le plus performant pour la detection du plus 
grand nombre de porteurs de virus seratt un test qui permettraft k la to is la detection des diff6rents 
marqueurs NANBs, NANBe et arrtWMANBc. Un tel test est possible et nous allons en donner le principe. 

10 Realisation d'un test mbcte EUSA et DRI en phase solide seion le principe du sandwich pour ta detection 
simultanee des Ag NANB/s et e et du principe de la competition pour les Ac anti-NANBc 

On fixe d'abord les Ac anti-NANBe et anti-NANBs sur la bille qui pi&gera done Ag NANBs et NANBe, 
on y rajoute en vue d'une phase utterieure des Ac antl-NANBc/1-2. on vellle k ce que les Ac anti-NANBe 
15 soient aussi fortement anti-NANBc et on peut memo rajouter ceux-ci. 

Le reactif ainsi realise va etre mis a incuber avec le serum a tester. S'll y a des Ag NANBs ou NANBe 
ceux-ci vont se fixer. On lave et on incube avec un melange d'Ac antl-NANB/s + e, marqu6s k un traceur 
(enzymatfque dans le cas d'un test EUSA). 

On relfcve les cas positifs par photometrie. 

20 SI le s6rum est positff, II est infectieux et ne peut etre transfuse. On pourra analyser ulterieurement 
quel est I'Ag en cause. 

Si le s6rum est n6gath\ ce n'est pas une preuve absolue qu'il n'est pas infectieux, simplement II est 
possible que les Ag NANBe et s ne soient pas d6tectables au seuil de sensibilite du test EUSA tel qu'll est 
const ru it. 

25 Nous avons vu que ces Ag peuvent etre moins abondants en phase de quiescence ou bien etre 

masques, mats le sang et le serum restent infectieux. 

On recherche alors les Ac anti-NANBc de la facon sulvante. Au reactif qui porte ies AC anti- 

NANBc/1 + 2, on rajoute une quantrte determinee d'Ag NANBc/1 + 2 dilue dans du serum humaln normal. 

On rajoute ensuite le serum ou Ton veut detecter les Ac anti-NANBc/1 + 2, et des Ac antl-NANBc/1 + 2 
30' couples k un traceur redioactif. par exemple 1 125. Aprfcs Incubation, si le s6rum k tester contlent des Ac 

antl-NANBc/1 + 2. ceux-ci vont diminuer la fixation des Ac marques du traceur sur le reactif auauel on a 

ajoute I'Ag NANBc/1 +2. 

Une reduction de plus de 50% au nombre de coups compt6s par spectromfetre Gamma permet de 
conclure que le serum teste est positff aux Ac anti-NANBc. 
35 On va ainsi k nouveau retrouver un certain nombre de serums infectieux marques par la premiere 
phase du test, car le test sera calibre pour rep6rer les cas avec l'antf-NANBc/1 + 2 de titre superieur k 
1/500 signant I'exlstence d'un virus en replication active. 

Au total le test propose est un test en deux temps ou un double test. Tun etant un test 
immunoenzymatique, I'autre un test radioimmunologique. Dans le cas particuller decrit ici, 
40 (a premiere phase est un test immunoenzymatique recherchant k la fois NANB/e et s selon la methode 
du sandwich* et 

la deuxidme phase est un test radioimmunologique recherchant les antl-NANBc/1 + 2 selon un 
principe de competition entre I'Ac k tester et I'Ac fixe au traceur. 

D. Construction d'un reactif pour la detection du VHB et NANB. 
45 Un autre aspect Important de I'lnvention est done la demonstration d'une react ivtte croisee entre les 
Ag des virus B et NANB maximum pour HBe/3 et NANBe, interm6diaire HBc et NANBc/1 et 2, et tres falble 
mals non nulle pour HBs et NANBs (en immunodiffusion avec Ac tres purifies). 

Ces react rvttes croisees ne sont pas suffisantes avec les react tfs commerciaux disponibles 
actuellement pour le VHB (sauf exception) pour detecter le virus NANB. En particulier en ce qui concerne 
50 la reactivite croisee maximum elle existe entre HBe/3 NANBe, mais pas avec HBe/1-2 qui representent ta 
base des tests DRI commercialises jusqu'A ce jour. 

Plusieure tests pour le d6pistage simultane des virus B et NANB peuvent §tre concus. 
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Depistago simultane des Ag HBs NANBs et NANBe (test sandwich) 



a) On fixe sur le support solide les trois Ac anti-HBs, anti-NANBs, et anti-NANBe, en melange 
On peut utiliser soit des Ac sp6cifiques d'anlmaux hyperimmunises avec haute constants d'afflnlte 

soft des Ac monoclonaux obtenus par la technique des hybridomes, soft des Ac humains polyclonaux 
rendus monospectfiques pour I'Ag voulu. 
60 Si on a soin de selectionner ies Ac de classe IgM on peut augmenter la sensibilite du test 

b) V incubation du serum k tester se fait de f 39011 standard. 

c) La traceur est egalement un melange des 3 Ac couples soft a l t25 en DRI solt a une enzyme 
(phosphatase aicaline ou peroxydase) en ELISA. 

65 les p^rfo3^ d '' 9M monoc,onaux de naute avidit6 ^ ^ speclflcfte voulue peut augmenter 
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* 

On effectue la revelation sefon les techniques classiques. 

2* Autre reactif pour la detection simultanee des Ag NANBs, HBs, NAN Be et de I'Ac anti-NANBc 

5 On fixe sur le support solide quatre Ac : anti-NANBs, anti-HBs, anti-NANBe et anti-NANBc/1 et 2. On 
met en contact avec une solution contenant de PAg NANBc dans du serum humain normal puis avec le 
serum a tester et on ajoute des Ac anti-NANBc/1-2 marques par exemple k un traceur radioactif (l 125 ). 
Apres lavage et revelation, si plus de 50 % de I' Ac anti-NANBc radio-actif est f Ix6 au support c'est que le 
serum etait negatif pour les Ac anti-NANBc/1-2. itM4ik ™ * 

10 On met ensulte le rdactif au contact d'une preparation d'anticorps antl-HBs, anti-NANBs et antt- 
NANBe couples a un traceur different de celui choisi pour la 16re etape, done Id enzymatique, 
peroxydase par exemple. 

Apres lavage et revelation, si les Ac marques sont fixes sur le support c'est que le serum a tester etart 
positif pour Tun des Ag et done infectieux. 

15 Les exemples suivants lllustrent I'invention sans toutefois la limiter. 



Exemple 1 

20 Realisation d'un reactif avec I'Ac anti-NANBe. 

On utilise des biiles de polystyrene commerciallsees par la Societe PRECISION PLASTIC BALL 
(LLS.A.). 

25 Les billes sont lavees dans 1'ethanol pur avec agitation energique pendant une nuit a temperature 

ambiante. Elies sont ensutie lavees a I'eau distillee et sechees en etuve a 37 °C. 

Au depart d'un serum reconnu positif a I'Ac anti-NANBe, on precipite les IgQ par addition d'une 

solution de sulfate d'ammonium a 33%. On purifle ensuite les gammaglobulines precipitees par 

chromatqgraphie sur gel de DEAE Cellulose selon les methodes connues de purification des gammaglo- 
30 bulines. Les fractions contenant les IgQ sont diluees dans un tampon tris 0,01 M de pH 7,2 jusqu'a une 

concentration de 50 pg/ml. On laisse incuber les billes dans la solution dlluee, en agrtant doucement 

pendant 18 heures a temperature ambiante. 

On separe les biiles ainsi incubees puis on les fait Incuber dans une solution d'albumine bovine k 5 % 

en tampon phosphate 0,02 M glycocolle 0.3 M de pH 7,5. 
35 Apres incubation pendant 4 heures a temperature ambiante, en agrtant doucement de temps en 

temps, on separe les billes, les lave k I'eau distillee et les sdche k 37 °C. On peut ensuite les conserver a 

temperature, de 4 °C. 

Le reactif constitue par les billes ainsi obtenues peut servir k la detection de I'antigdne correspondant 
a Tantlcorps fixe, selon une mthode dite « sandwich » qui est dec rite ci-apres. 
40 Realisation du test « sandwich » pour la detection d'un antlgene. 
Le principe du test est le suivant : 

On incube 200 v>\ de serum a tester avec une bille revetue comme precedemment, pendant 18 heures 
a temperature ambiante. 

Ensuite on lave la bille a I'eau distillee. 
4$ On incube alors la bille dans 200 »U d'un traceur radioactif penddnt 4 heures a 37 °C. On lave la bille 
puis 'on effectue un comptage de radioactfvlte pendant une minute avec un spectrometre de radiations 
gamma type PACKARD par exemple. On precede par comparaison avec des serums temoins reconnus 
negatHs a I'Ag NAN Be. 

Les serums pour lesquels on observe un nombre de coups par minute deux fois superieur au nombre 
50 de coups par minute observe pour les serums temoins negatffs, sont conslderes comme positifs. 
Le tracteur radioactif est prepare de la facon sulvante ; 

— des Ac anti-NANBe purifies sont marques avec I'iode radioactif par la chloramlne T qu'on dilue 
ensuite de facon a obtenir entre 5.1 0 5 et 10 s CMP/200 \l\ (soit la quanttte que l*on applique sur une bille 
pendant la deuxieme incubation). 

55 Le diluant a la formula suivante : 

— Tris HCI 0,01 M pH 7,5 
* NaNg 0,1 % 

— s6rum humain normal (SHN) 10% 

— s6rum de veau Festal (SVF) 50 % 

50 Le marquage selon la methode decrite par GREENWOOD est realise par exemple de la facon 
suivante : 

On utilise 1,5 mCi d'iodure de sodium marque a I'iode radioactif, que Ton ajoute a 50 pJ d'lgG 
(antlcorps anti-NANBe purifie) a 1 g/l en solution dans un tampon phosphate 0,05 M pH 7,5. On ajoute 
ensuite la chloramine T et le metabisuiftte selon ta methode de GREENWOOD. 
55 On passe ensuite la solution obtenue sur une colonne DOWEX 2X 8 000 (marque commerciale) de 
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diametre de gel 100-200 mesh. On utilise 3 ml de gel. On racueilie 3 ml d'eluat que Ton passe sur une 
colonne de SEPHAOEX G 25% (marque commerciale) (10 ml de gel). On recupere les cinq premiers 
mfllilitres elues apres le volume mort de la colonne. lis contiennent I'anticorps marque a I'iode radioactff. 

5 Exempie 2 

Realisation d'un reactif pour les Ac antl-NANBc 

Purification des Ag NANBcl et NANBc2. (et HBc) 

W 

a) purification a partir du foie 

Un homogenat de foie est prepare par broyage a partir d'un fofe d'autopsie d'un matade decode 
d'hepatite NANB et dont le foie a ete trouve posttif en Immunofluorescence directe avec un antl-NANBc 

15 conjugue pour I'Ag correspondant NANBcl ou 2. 

Le broyage est effect ue en presents d'un tampon Tris HCI 0,05 M, pH « 7,6 + 0,25 M Sucrose + 0,006 
M Mg CI* +0,025 M KCI. Le broyat brut est filtre. L'homogenat est centrifuge 20 minutes k 4 000 g (+4 °C). 
Le cuiot est resuspendu dans le memo tampon, homogeneise et centrifuge 20 minutes a 4000 g. Cette 
operation est recommandee 2 fols. Le culot final est resuspendu dans un tampon Tris -HCI pH 7, 6, 0,05 

20 M + NaCI 0,15 M + detergent non ionique NP 40 0,1 % + 0 mercaptoethanol 0,02 % + pronase E (70 000 
PUK)g MERCK) a concentration finale de 0,1 %. 

Apres 1 heure a 37 °C et 1 nuit a +4 °C, on soumet a une centrifugation pendant 20 minutes a 10 000 
RPM. On elimine le culot Le surnageant est centrifuge 16 heures a 27 000 RPM sur 10 ml d'un gradient de 
sucrose 10-20 % en tampon Tris-EDTA 1 mM + NaC1 1 M. Les culots sont repris dans CsCI (d = 1,22 g/cm 3 ) 

25 en tampon Tris EDTA 1 0 mM + BSA 0,1 % (volume final : 5 ml) et on depose sur 28 ml d'un gradient de Cs 
C1 1,28-1,43 g/cnrr 1 , le tube est complete avec CsCI (1,18 g/crrr 3 ) et centrifuge 40 heures a +4 °C et 25 000 
RPM. 

Le gradient est recolte par le fond du tube en fractions de 1,2 ml qui sont dialysees apres lecture de 
I'index sur ref ractometre. Les fractions positives sont rassembtees et centrifugees sur coussin de sucrose 
30 10-20%. 

On pent proceder ensuite a une nouvefle uttracentrffugation en gradient de sucrose. Les fractions 
concent rees sont mises sur un gradient continu de 15 a 55 % de sucrose prepare en tampon TSA (tampon 
Tris 0,05 Hci pH 7, 6, 0,15 M NaCI et 0,02 % Na3) et uttracentrrfugees pendant 18 heures a 24 000 t/mn a 4° 
'dans le rotor SW27. 

35 Oes fractions d'1,5 ml sont ensuite coltectees k partir du bas du tube puis testees pour la DNA 

polymerase et pour les Ag NANBc. La densite de chaque fraction est determinee par !' Index de refraction 

dans un refractometre ABBE Toutes les fractions sont conservees a 4°. 

C'est ce corps purifie et/ou plutdt le melange des fractions ainsi obtenues pour NANBcl et NANBc2 

(alnsl que pour I'Ag HBc eventuellement) qui pourra etre utilise sort pour etre fixe directement sur une 
40 bille pour detecfer les antlcorps antl-NANBc, sort pour etre rajoute dans un 2eme temps si on realise le 

test IgM. 

Purification des antfgenes capsidiques NANBcl et 2 (ou HBc) a partri du serum. 

■ 

45 Pour ceia, on choisit un serum NANBe tres positif provenant de donneurs de sang ou de malades et si 
possible de sujets immunodeprimes tela que les hemodialyses et des leucemiques qui sont reputes pour 
avoir de grandee quantltes de virus cfrculant, ayant un titre tres eleve d'Ag NANBe par exempie 1/8 en CEP 
ainsi que I'Ag NANBs, et surtout pour lesquels en faisant la reaction d'AON polymerase sur un culot 
d'ultracentrifugation du serum ainsi repere, on trouve une activtte ADN polymerase. Apres avoir ainsi 

50 identifie les sujets qui peuvent representer des sources interessantes de virus complet, on obttent chez 
eux une quantite importante de plasma ou serum preleve sort tors d'un don de sang, soft lore d'une 
plasmapherese sulvie de recalcHicatlon du plasma. On precede ensuite a une ultracentrifugation. 

On commence en partant de 18,5 ml de serum qui sont clarifies puis qui sont centrifuges a travers 20 
mt d'un gradient continu de sucrose 10-20 % sur rotor SW27, 20 heures a 25 000 RMP puis le culot obtenu 

55 est repris dans du chlorure de cesium. 

Les fractions sont recuperees k partir du bas du tube qui est perfore. On recueille des fractions de 0,5 
ml sur lesquetles on va mesurer I'lndex de refraction dans le refractometre ABBE ractivite ADN 
polymerase et I'Ag NANBs. On va selectionner les fractions positives pour ractivite ADN polymerase si on 
s'assure en microscopie electronique qu'elles contiennent bien la partlcule virale complete a double 

60 membrane correspondant au virion complet 

Pour obtenir I'Ag NANBc qui est represente par le centre de ces virus complets on reprend cette 
fraction et la recentrifuge. apres I'avoir meiangee a 2 volumes de solution riche en partlcules virales 
completes avec 1 volume de detergent vendu sous la marque commerciale Nonitet P40 10% (Shell 
Company), sur un gradient 15-55 % de sucrose en tampon TSA comme decrit plus haut pour la purification 

65 a partir du foie. Les fractions sont testees pour ractivite ADN polymerase et les Ag capsidiques NANBc par 
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CEP. Les fractions positives en Ag sont recuperees et traiteas comme deerit cWessus. Elles serviront a la 
preparation du reactrf. 

Realisation du reactrf 

5 

a) test anti-NANBc simple 

Lavage des billes de polystyr&ne vierges (cf test HBC cWessus). 

b) couplage par adsorption de TAg NAN Be sur les billes. Une solution en proportions convenables 
sort d'Ag NANBcl ou 2 sort melangee k de I'Ag HBC est fix6e sur les billes par incubation dans I'Ag par 

10 agitation 12 a 18 heures a temperature ambiante. . _ 

c) saturation des billes. Texcte d'Ag apree couplage est 6limin$ et sans lavage pr6alable on ajoute 
aux billes une solution tampon pH 7.5 phosphate 0,02 M glycocolle 0,3 M albumine bovine 5 %. On incube 
4 heures k temperature ambiante, on agite doucement k intervalles reguliers. 

d) les billes sont Iav6es a I'eau dlstillee, elles sont sechees a 37° et conservees k 4°. Ces billes 
15 couplees a I'Ag sont pnMes a etre utllisees pour la detection de I'antl-NANBc correspondant ou bien des 

drfferents arrtlcorps anthcapsides. 

e) preparation du traceur : II s'agit d'anticorps arrtf-NANBcl, 2 et/ou anti-HBc. On prend 50 jil d IgG 
avec Tactrvitd anticorps choiste k 1 ^g/^ dans du tampon phosphate k 0,05 M pH 7.5, sort 50 ng de 
prot6ines. On dispose de 1,5 mCi de iodure de sodium contenant I 125. 

20 50 I de phosphate 0,5 M pH 7.5 sont melanges avec la chloramlne T et du metabisulfite selon la 

technique de Greenwood. . 

A la fin du marquage, passage immediat sur colonne Dowex (marque commerciale 2 x 8 cm 0 ioo a 
200 mesh (3 mi de gel). On rScupfcre 3 ml puis on passe sur colonne Sephadex Q 25 (marque 
commerciale) sort 10 ml de gel. Les 5 premiers ml aprfcs le volume mort de la colonne sont recuperet et 
25 contlennerrt rantlcorps marque k node radioactif s6par§ de Node libre. Le traceur est dilue dans un 
diluant traceur (cf test HBe ci-dessus) pour ('analyse d'une dilution dans ce milieu de facon a obtenir 
entre 500 000 et 1 000 000 de coups par minute pour 200 jil. 

Realisation du test propremerrt dtt 

30 La bille recouverte d'Ag NAN Be est incubee avec 200 pJ de serum k tester pendant 18 heures k 
temperature ambiante. 

Ensulte on lave k I'eau dlstillee abondamment. 

On Incube avec 200 |il de traceur radioactif contenant done 500 000 k 1 000 000 de CPM, Tincubetion 

a lieu pendant 4 heures a 37° au bain-marie. 
35 On lave a nouveau comme preeddemment decrit et on compte 1 minute dans un spectromdtre de 

radiation gamma Packard. 

Calcul des positifs ; it se fait par comparaison avec les rSsuttats obtenus dans des serums negatns. 

Un sirum est posltlf si le nombre de coups/minute est Inferieur k 50% de eelui obtenu pour la moyenne 

des serums temoins negatifs soit une inhibition de plus de 50 % de la radioactivrtt. Au lieu d'utillser un 
40 traceur radioactif, on peut utiHser un traceur enzymatlque represents par un marquage des anticorps a la 

peroxydase (HRP). RZ 30 Boehrlnger Manrhelm bH West Germany. Ce couplage est fait selon la rn&hode 

de Nakane, Journal Histochemistry Cytochemistry, 22 : 1 084-1 091 (1974). 



45 



Test pour la determination des arrti NAN Be IgM 



Une btlle de potystyrftne est couplee initialement avec rantlcorps arrtMgM humaines, de mouton ou 
de lapln, ce sont les mdmes conditions de couplage de la bille que pour les anticorps anti-NANBe (voir 
exempie 1). 

Ensulte avec 200 uJ de serum difues au 500eme dans un tampon 0,01 PBS pH 72 0,05 Tween-20 (PBS 
50 TW) on lave la bille. (Tween est une marque commerciale). 

On rajoute 200 uJ d'une solution de s6rum humaln normal contenant des arrtigdnes NANBd, 2 et 
HBc separement ou ensemble. On Incube a nouveau 16 a 24 heures a la temperature ambiante. 

Nouveau lavage, nouveile Incubation avec le traceur dilue convenablement, incubation 4 heures a 
37°. Lavage. 

55 Dans ce cas le traceur n'est pas simplement r6aiis6 par le marquage des anticorps complete a I'iode 
radioactif, il s'agit d'anticorps partlellement coupes que Ton appelle fragments F (ab') 2 cecl afln d'dviter 
une reaction non sp6cifique avec le facteur rhumatoTde qui est une antt-IgM non speclfique de Th6patlte. 
Done les anticorps anti-NANBc de classe IgG sont transformes en fragments F (ab') 2 par ta methode de 
Rossi (Nature 223 : 837, 1969). 

60 Pour cela simplement les IgG sont digeres avec la pepsine (2 700 ug/mg a pH 4.3 pendant 20 h) 
Taction est stoppee en ajoutant du Tris hydroxymethyl aminoethane a pH8. 

Les petits peptides et les fragments F (c') sont enleves par filtration sur gel sur Sephadex G50. Les 
IgG non digeres par Taction de la pepsine sont elimines par absorption sur une colonne immunoabsor- 
bante couplee a un anticorps anti-Gamma F (c) humain couple a du Sepharose 4B par du bromure de 

65 cyanogene. 
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Preparation des anticorps anti-NANBc 

Les anticorps anti-NANBc 1 et 2 de titre tres eieve peuvent etre soit obtenus chez des malades dont le 
serum apparait en immunofluorescence avoir des trtres superieurs au 1/100feme en IF indirecte, soit chez 
5 des animaux immunises avec les Ag NAN Be 1 et 2. Ces anticorps peuvent soit 6tre directement conjugues 
au traceur radioactrf ou enzymatique, soft etre utilises pour la preparation des fragments F (ab') 2. 
Inversement, on peut utiliser les Ag NAN Be 1 NANBc2 purifies et immuniser des lapins ou cobayes avec 
ces antigenes comme d6crit pour la preparation des ant hN AN Be k parti r des Ag NAN Be purifies. 

0 

Exemple 3 



Purification de I'Ag NANBs 
15 L'Ag NANBs peut etre pu rifle par exemple de la facon suivante. 

a) Choix des plasmas posftifs pour l'antigene NANBs 

Les sujets ayant et6 trouves porteurs d'arttfgfcne NANBe au cours de programmes de detection 
20 systematique de cet arrtigene et de transaminases chez des donneurs de sang, ou bien a I* occasion de 
perturbations ciinique et/ou biologiques, hepatiques, en particulier, des transaminases (notamment TQP) 
ou des gammas glutamyl transpeptidases chez des consultants plus ou moins symptomatiques, sont 
egalement testes pour l'antigene NANBs en immunodiffusion et contre-eiectrophorese. 

Nous avons observe que 5 % des donneurs de sang environ ont des TQP 2 fois superfeure k la 
25 normale, 80 % de ces memes Individ us sont positlfs pour I'Ag NANBe et plus de 1 5 % pour I'Ag NANBs. Les 
sujets trouves porteurs d'un titre suffisant d'antigene NANBs 1/4 ou 1/8 par contre-eiectrophorese si 
possible, font I'objet d'un pretevement de sang ou de plasma. Pour la preparation du vaccin on 
s'adressera de preference k des sujets apparemment sains, les perturbations hepatiques moderees 
signalees cf-dessus n'etant pas redhibftoires en elles-memes. 

30 

b) Purification de l'antigene NANBs par chromatographie sur gel de sepharose CL 4-B (Pharmacia. 
UPSALA, Suede) 

* 

Une colonne de chromatographie est equilibree avec du tampon tris 0,05 M HCI 0,15 M, pH 7,6. On 

35 applique sur la colonne une fraction serique enrichfe d'antigene NANBs (par une precipitation preaJable 
au sulfate d'ammonium k 60 % sufvie de dialyse contre te meme tampon), une telle fraction se 5 ml 
reagissant fortement pour I'antig6ne NANBs est posee sur la colonne. L'6lution se fait avec ie meme 
tampon et le debit est regie k 25 ml par heure. Des fractions de 5 ml sont colfectees et testeos pour 
I'antigene NANBs et pour I'antigene NANBe en Immunodiffusion et C.E.P. (contre-eiectrophorese). 

40 L'analyse des fractions recueillles Tart apparaftre 5 pics de proteines par mesure de la densite optique 
a 280 nm. L'antigene NANBs est detects dans les premieres fractions, immediatement apres le volume 
d'exclusion de la colonne. C'est dans ces premieres fractions que Ton observe le tire te plus eleve 
d'antigenes NANBs, atteignant 1/32 en CEP. Les fractions utterieures, ont un titre plus bas. Et elles sont 
egalement positives pour I'antigene NANBe. Les fractions NANBs tresr positives sont reunies et repossess 

45 une nouvelle fois sur ta colonne pour augmenter la qualfte de la separation. 

On reunit k nouveau les fractions NANBs et on les concentre pour les soumettre eventueliemerft k des 
etapes de purification utterieures. On peut egalement falre suivre plusieurs series de colonnes 
differentes, en particulier avec le sepharose* 6 200 SUPERFINE (Pharmacia) og I'Ag NANBs sort 
essentiellement dans les 2eme et 3eme pics de proteines des fractions eiuees. 

so L'antigene NANBs peut egalement etre isole par uitracentrffugatlon en gradient de denstte de 
sucrose ou de chlorure de cesium. 

II peut egalement etre purifie par chromatographie d'affinlte.Pour ceta on peut utiliser divers - 
supports tels que le sepharose, ou un support permettant une utilisation en « batch » au lieu de colonne 
comme la MA6N0GEL (marque commerciale) de Tlndustrie Biologlque Francaise ; dans ce cas on incube 

55 les Ag anti-NANBs apres activation du gel avec la glutaraldehyde pour realiser Plmmunoabsorbant. 

a) Preparation d'un Immuno absorbent Sepharose*, anti-NANBs : 

La fraction gammaglobulinique d'un serum trouve fortement positif en anticorps anti-NANBs est 
prepare par precipitation avec du sultate d'ammonium pH = 7 k 33 % de concentration finale. Le precipite 

60 est redissout en tampon 0,1 M NaHC0 3 et dialyse vis-a-vis d'une solution 0,5 M NaCI-0,1 M, NaHCO* La 
concentration par rapport au serum de depart est de 3 fois. Les gammaglobulines anti-NANBs sont 
couplees a du Sepharose 4B (marque commerciale) active au bromure de cyanogene (4B CNBR- 
Pharmacia — UPSALA — Suede), selon le precede decrit par CUATRECASAS et AFINSEN dans ANN. Rev. 
Biochem. 40 : 259, 1971. 7 g de sepharose 4B (marque commercial) active au CNBr sont mis k gonfler et 

65 sont laves sur un fittre en verre avec une solution 0,001 M HCI pendant 30 minutes. Immediatement apres 
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lavage, le gel est melange avec 200 mg do gammaglobulines anti-NANBs en solution blcarbonatee et on 
agfte pendant 2 heures a temperature ambiante. 

Le gel est ensuite lave avec 600 ml de la solution 0.1 M NaHC0 3 contenant 0,5 M NaCI, et traite avec 
50 ml d'une solution d'ethanolamine 1 M pH => 8 pendant 2 heures a 25 °C. 

5 Le Sepharose ainsi couple est urterieurement lave atternativement avec un tampon IM NaCI, 0,1 M 
acetate, pH « 4 et un tampon 1M NaCI, 0,1 M borate, pH « 8,4. Le dernier lavage est fait en tampon 0,1 M 
borate, pH = 8,4 contenant 03 M de Naci et 0,005 M d'EDTA. 

b) Dans un autre mode d'execution du precede on a utilise un Immuno absorbant MAGNOGEL 
(marque commerciale), active a la glutaraldehyde et couple avec les Immunoglobu lines anti-NANBs. 

10 c) Isolement de I'antigene NANBs : 

Une colonne de 2 x 11 cm de Sepharose* couples a I'arrti-NANBs est utilises. La colonne est 
equilibree avec le tampon a temperature ambiante. On ajoute 25 ml de la solution concentree contenant 
de I'antigene NANBs de trtre eleve. Cette solution est diluee au demi avec le tampon et on laisse 1 heure a 
37 °C pour favoriser ('adsorption. La colonne est ensuite placee a + 4 °C et lavee avec le tampon borate 

15 jusqu'a ce que la densrte optique des fractions devienne nulle. L'antigene NANBs est elue de la colonne 
par un tampon phosphate 0,1 M, pH 103. Les fractions de 5 ml sont recueillies et ta densite optique a 
280 nm mesuree. On ramene immedlatement a un pH physiologique par addition NANBs et toutes les 
fractions positives sont reunies et concentrees par ultrafiltration surf litre AM ICON (marque commerciale) 
retenant toutes les proteines ayant un poids moleculaire superieure a 30 000. 

20 Toutes autres conditions de couptage et d'elution en particulier cedes preconisees par le fabricant du 
Sepharose 4B CNBR peuvent etre utitisees pour cette methode de purification. (Sepharose est une 
marque commerciale) 

Example 4 

Purification de I'Ag NANBe par la methode au gel d'heparine 

On selectionne des serums positrfs en Ag NANBe en ID et en CEP. Apres fittration sur Millipore* 
(diametre des pores 0,45 micrometres) pour clarification, on soumet a une uttracentrifugation pendant 2 

30 heures a 300 000 g. On recueille les surnageants (les culots peuvent etre utilises pour isoler les virus 
NANB recherches par I'actrvite de DNA polymerase). 

On ajoute au surnageant une solution a 33 % de sulfate d'ammonium (SA) a rateon de 0,5 vol. de 
solution de sulfate d'ammonium pour 1 volume de surnageant pour une concentration en S A de 33 % afin 
de preciptter notamment les gammaglobulines. On elimine le precipite par centrtfugation (on peut 

35 rechercher everrtuellement dans ce precipite la presence d'antlcorps anti-NANB). Au surnageant on 
ajoute du S A jusqu'a concentration de 70 % (en ajoutant du SA cristallise a la solution a 33 %). On 
centrifuge, elimine le surnageant et reprend le culot par le TSA. On elimine le sulfate d'ammonium par 
dlalyse contre le TSA. On verffie par CEP et ID que le produrt obtenu a un trtre satisfaisant en Ag NANBe. 
On chromatographie la fraction ainsi obtenue sur une colonne remplle par 200 ml d'heparine Ultragel 

40 IBP (marque commerciale pour une heparine fixee sur gel d'agarose) equilibree en tampon T1 (Tris 
0,05 M, NaCI 0,15 M, NaNs 0,02 %, CaCI 2 0,025 M, pH 7,6), en deposant 5 ml de ladite fraction. On elue par 
le tampon T1 (100 ml environ) a faible debit (0,2 ml/minute) puis on lave (debit 1 ml/minute) avec 200 ml de 
Tl puis 100 ml de tampon T2 (Tris 0,05 M, NaCI 0,15 M, NaN, 0,02%, EDTA 0,01 M. pH 7.6), et elimine 
I'eluat On elue ensuite I'Ag NANBe par un gradient de solution aqueuse de chlorure de sodium dans le 

45 tampon T2 obtenu en ajoutant progressivement (03 ml/mlnute) une solution Trie 0,05 M EDTA 0,01 M 
NaCI 23 M dans un f iacon, muni d'un agitateur, contenant 300 ml de tampon T2. On cotlecte des fractions 
de 10 ml (50 fractions environ), en evaluant la concentration en NaCI au refractometre d'ABBE Les 
gradients allaient de 0,15 M a 1,2M NaCI. Les fractions sont diarysees contre du tampon TSA, puis 
reconcentrees par ultrafiltration (limite 10 000 daltons) a environ 1 ml. On recherche la presence d'Ag 

50 NANBe par ID et CEP, qui est observee prlnclpalement dans les fractions correspondent a 0,3-0,7 M NaCI. 
On reunft ces fractions et obtient ainsi une fraction purffiee d'Ag NANBe pouvant etre utillsee par exemple 
pour realiser un reactif selon I'invention destine a detecter la presence d'Ac-NANBe. 

Exemple 5 

55 

Obtentlon d'Ag NANBe au depart de I'Ag NANBe 

On utilise comme produit de depart ta fraction positive en Ag NANBe obtenue a Texemple 2 a) apres 
ultracentrifugation en gradient de sucrose a 4 ml de cette fraction on ajoute 1,33 ml de p-mercaptoetha- 
60 nol a 0,5 % et 1 ,33 ml de dodecyl sulfate de sodium (SDS) a 03 %. sort une concentration finale de 0,1 % en 
p-mercaptoethanoi et 0,1 % en SDS, on laisse incuber pendant 2 h 1/2 a 37 °C, puis on dialyse pendant 
20 heures a + 4 °C contre du tampon PBS. 

On obtient une fraction riche en Ag NANBe qui peut etre utiltsee par exemple pour Immuniser des 
iapins. Pour cela on le filtre sur membrane millipore sterile 0,22 micron prealablement saturee par le 
65 serum de lapin normal. 
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Exemple 6 

Procede de purification de I'antigene NANBs en partant de la propriete antigenique croisee faible avec 

I'Ag HBs. 



Comma indique ci-dessus, ft existe una antigenicity croisee notable entre lea virus NANB et HB en ce 
qui conceme les Ag profonds : e et c. ti existe egalement una faible antlgeniclte croisee non detectable 

10 par les reactifs commerciaux y compris les DRI au niveau des Ag d'enveloppe des virus. Cette regie qui 
s'observe pour les virus de I' hepatite de la marmotte et ie VHB est egalement vraie pour les virus NANB. 
Bien que faible, la reactivate croisee peut servlr de preparation de I'Ag NANBs. 

On part de plasmas d'Ag HBs de tit re tres eleve superieur ou egal a 10 7 en DRI de sous-types ay et ad 
et positrfs a I'Ag et Hbe. Ensuite, on purffie ces 2 types d'Ag HBs par les methodes classiques telles que 

15 decrttes en partlculier dans Am. J. Ois. Children, 1972, p. 304. L'Ag HBs purifie de sous-type ay est utilise 
pour immuniser des lapins selon le schema d'immunisation classique pour immuniser des lapins selon le 
schema d'immunisation classique deja precite. Dans un 2eme temps, on va stimuler les lapins qui auront 
developpe des Ac antl-HBs (antl-ay) avec de f'HBs purifie ad. Le results* est I'obtentlon d'Ac antl-a de tftre 
eleve. On s'est apercu qu'un certain nombre de ces Ac anti HBs antl-a de tres haut titre etaient capables 

20 de reaglr, vis-a-vis des Ag NANBs en identite parttelle avec des Ac anti-NANBs cf schema Cecl montre 
qu'll y a une parent* entre la specrflclte a de I'Ag HBs et I'Ag NANBs. Les antlcorps anti-a. ainsl 
selectionnes, vont etre utilises pour realtser un grand nombre d'arcs de precipitation en contre- 
electrophorese classique sur plaque avec des Ag NANBs selectionnes comma precedemment indique, et 
bien sur negattfs pour I'Ag HBs. Les plaques de gelose de la contre-^lectrophorese sont lavees en tampon 

25 PBS puis dans de I'eau distillee en finale. Les lignes de precipitation sont decouples au scapel et un 
grand nombre sont reunies, homogeneisees et melangees a de ('adjuvant de FREUND. Ce melange Ag 
NANBs, Ac de lapin anti-H8s/anti-a va dtre utilise pour immuniser les lapins qui reagtront contre le seul Ag 
NANBs car les lapins ne reagissent pas contre leurs propres gammaglobulines. Apres simulation 
adequate des lapins, on reussrt a obtenir chez certains d 'entre eux une reponse antl-NANBs qui n'est plus 

30 anti-HBs. Ces Ac sont repris apres purification sur DEA6 cellulose des IgG pour realiser une 
chromatographie d'aff intte et celle-ci permet k partir de fractions Ag NANBs de purifier cet Ag selon les 
precedes deja decrfts. Le nouvel Ag NANBs de purete accrue ainsl prepare est a nouveau utilise pour 
immuniser les lapins qui serviront de source d'Ac antl-NANBs de plus grande purete et de haute affinite y 
compris grace k la selection de fractions Ac de classe IgM qui sont particulleremerrt utiles dans la 

35 realisation de tests sensibles visant a detecter I'Ag NANBs en DRI. 

L'Ag NANBs le plus purifie peut egalement etre utilise pour preparer des Ac monoclonaux anti- 
NANBs par immunisation de souris puis fusion des lymphocytes spieniques avec des lymphocytes 
myelomateux selon la technique des hybridomes decrite par MILSTEIN et ses collaborateurs. La faculte 
de produlre les Ac antl-NANBs par les clones cefiulatres qui seront selectionnes est fatte par les tests 

40 d'immuno-fluorescence indirecte sur des substrats de foie Ag NANBs ou bien par cont re-elect rophorese 
ou precipitation DRI (avec des Ag NANBs et billes a I'Ag antl-NANBs). 

La methode decrite tci pour I'Ag NANBs peut etre egalement utilisee pour la purification des Ag 
NANBe en partant de la reactfvfte croisee avec I'Ag HBe/3 et aussl pour I'Ag NAN Be en partant de la 
reaction croisee avec HBC. Dans ces 2 cas on peut deja directement partir d'Aoanti HBe/3 par exemple 

45 pour fairs une premiere chromatographie d'afflnfte, sur un support couple aux arrtl HBe/3, permettant 
d'obtenir des fractions concentrees d'Ag NANBe. 

En immunisant des lapins avec de I'Ag HBe/3 les AC de lapins anti HBe/3 servent k preparer des lignes 
de precipitation avec Ag/NANBe, avec lesqueiles on immunisera des lapins neufs et restlmulera des lapins 
ahtl-HBe/3. 

so On peut aussl utiliser ces rnodeles naturals d'hdpatfte virale tels que ceux du chimpanzd et de la 
marmotte en simpiifiant tea purifications car on travaille en systeme homologue. 

1) On part de serum Ag HBs de chimpanzS ay et ad. Le serum non purifie sert a hyperimmuniser de 
I'adjuvant I'animal qui fera des Ac anti HBs/anti-a. 

2) Les lignes de precipitation anti-a/Ag NANBs (ou touts autre preparation d'Ag NANBs purifie) 
55 servent a stimuler I'animai. On obtient ainsi des Ac anti-NANBs. Pour le chimpanz§ on peut restimuler 

avec de I'Ag NANBs de chimpanze obtenu en transmettant du virus NANB k un animal ou en stimulant 
tout plasma de chimpanze Ag NANBs d6tecte chez des animaux naturellement ou experimerrtalement 
infectes par le virus NANB. 

On peut faire la meme operation avec I'Ag HBE/3 pour aboutir a des Ac anti-NANBe. 
60 Enfin au lieu d'utiliser le chimpanze on peut utiliser la marmotte, egalement naturellement infectee 
avec un virus WHV apparente aux virus B et NANB et ayant aussi des Ag, e, c ( s qui croisent dans les 
memes proportions. 

Des marmottes sont hyperirnmunisees en Ac anti-WHs ou Ac anti-WHe avec des Ag WHs et WHe 
purifies a partir de serum de marmottes. On stimule ensuite la formation d'Ac contre le determinant 
65 commun entre le virus WHV et NANB par les artifices decrits ci-dessus pour les Ag e, s ou c 
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Exemple 7 

L'inverrtion a egalement pour objet la preparation d'Ac monocfonaux contra ies determinants 
communs aux Ag de surface des virus NANB et HB. en uti lisant la propriete d'antigenicite croisee avec Ies 
5 Ag correspondants du VHB. 

Lb protocols general suivl peut etre celui de la preparation de tous Ies Ac monoclonaux ; voir par 
exemple « Monoclonal antibodies, Hybridomas : New dimension of biological analysis », Kenneth Robert, 
MAC-KEARN Thomas, BOCH Tol. K., Plenum Press, New York, London, 1980, p. 3 a 30. 

On stlmule un animal successivement avec Ies Ags des virus de l'hepathe B et NANB, on verifie que 
10 I'animal a bien developpe des arrticorps contre VHB et VHNANB, on stimule k nouveau ledrt animal pour 
injection d'un desdtts Ags (par exemple Ag NANBs), puis, apres le temps necessaire pour ('elaboration de 
la reponse arrticorps, on recuellle des lymphocytes dud it animal, ies fusionne avec una lignee 
lymphocytaire myelomateuse, realise des cultures des hybrides obtenus, et selectionne par clonage Ies 
hybrides produisant des arrticorps k la fois antf-HBs et anti-NANBs. 
15 On immunise une souris avec par exemple 5-15 microgrammes d'Ag NANBs partiellement purifie. 10 
k 20 Jours plus tard on stlmule avec 5-15 microgrammes d'Ag HBs purifie. 

On s'assure 7-15 jours plus tard que la souris a bien developpe desAc anti-NANBs (verification faite 
par immunofluorescence sur une blopsie de foie avec Ag NANBs cytoplasmique ou membranaire ou bien 
par DRI comma decrit) mais aussi qu'elle a fait des Ac anti-HBs (verification faite en utillsant Ies reactifs 
20 commerclaux). 

Une formation d'arrti-HBs acceleree conflrme bien qu'il y a eu un effet de stimulation anamnestique 
vis-a-vis de determinants Ags communs aux Ag de surface des virus HB et NANB. 

On fait alors une troisieme injection d'Ag NANBs. 48 heures plus tard on preleve la rate des souris et 
recueille Ies lymphocytes. Ceux-ci sont fusion nes avec une lignee lymphocytaire myelomateuse des 
25 souris, et des hybrides sont obtenus, de facon connue. On realise des cultures dans des microplaques de 
facon connue, de ces hybrides. Quand les cultures se sont bien etabliea, on teste Ies surnageants de 
chaque putts de microplaque pour la presence d'Ac anti-HBs (par reactH commercial) et d'Ac anti-NANBs 
par immunofluorescence et/ou DRI. Les lymphocytes des putts produisant des Ac a la fois anti-HBs et 
anti-NANBs sont alors clones de facon connue. 
30 Les cultures sont k nouveau propagees. 

On s'assure, apres plusieurs repiquages si necessaire, que Ton a bien obtenu : 

a) des Ac monoclonaux provenant d'un seul clone de cellule par exemple exclusivement de la meme 
classe d'fmmunoglobuline IgG ou IgM, 

b) que ce clone produit bien des Ac k la fois anti-NANBs et anti-HBs. 

35 Les Ac sont diriges contre ies determinants communs au VHB et au virus NANB. 

Les arrticorps ainsi obtenus sont alors fixes par couplage sur des billes de polystyrene, comma decrit 
cWessus. 

Le react if unique ainsi obtenu permet de detector aussi bien les Ags de virus HB que les Ags de virus 
NANB, de meme que les arrticorps correspondants. 

40 

Exemple 8 

Purification de I'Ag NANBs, par chromatographic d'absorption sur heparinogel. 

45 On selectionne des serums positffs en Ag NANBs que Ton concentre par precipitation au sulfate 
d'ammonium k 60%. Apres dialyse, la preparation concentres est chromatographiee sur une colonne 
contenant 200 ml d'heparine Ultragel (marque commerciale) IBF equilibre en tampon T, (voir exemple 4), 
avec un ecoulement lent de 0,2 ml/minute. La colonne est alors lavee avec 200 ml de puts par 100 ml de 
T 2 (conforme exemple 4). On elue ensuite I'Ag NANBs avec un gradient de NaCI dans le tampon T 2 obtenu 

so en ajoutant progressivemerrt (0,5 ml/minute) une solution Tris 0,05 M EDTA 0,01 M NaCI 2,5 M dans un 
flacon de 300 ml de T* 

On recueille des fractions de 10 ml, tes gradients en NaCI, allant de 0,15 M & 1,2 M etant mesures au 
refractometre d'ABBE. Les fractions sont dialysees contre du tampon TSA puis concent rees k 1 ml par 
ultrafiltration (limite 10 000 daltons). On recueille les fractions positives en Ag NANBs, correspondent aux 
55 fractions 0,25-0,40 M et 0,60-0,80 M. Ces fractions a haute teneur en Ag NANBs sont suffisamment 
concentrees pour devenir reactives dans le test de DRI pour I'Ag HBs, en raison de la falble reaction 
croisee mention nee ct-dessus. 

La purification de I'Ag NANBs peut aussi etre effectuee comme decrit par KAPLAN, Vox Sanguinis, 
1978, Vol. 35, p. 224-233. 

60 

Revendlcatlons 

* 

1. Procede de preparation d'antigenes purifies de l' hepatite virale NANB, caracterise par le fait que 
$$ Ton selectionne des serums ou des extraits de foie dans lesquels on a reconnu la presence de virus 
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NANB, que Ton precede a une ultracentrffugation pour concentrer lesdits virus dans le culot de 
centrifugatlon, que Ton recueilte led it culot et le trarte par un detergent non ionlque, que Ton laisse 
incuber pendant 1 a 24 heures environ k temperature comprise entre 0 et 37 °C, que Ton precede a un 
fractionnement et repere les fractions contenant I'Ag NANBc pu rifle, selon les techniques connues, 
5 notamment les techniques basees sur la reaction antigene-anticorps, isole les fractions contenant de I'Ag 
NANBc purifte, puis que, si desinl, on soumet lesdftes fractions a Taction d'un detergent ionique, laisse 
Incuber pendant 1 heure a 24 heures environ a temperature de 0 a 37°C, et isole I'Ag NANBe. 

2. Proc&ie de preparation d'un antigens purifie de ('hepatite viraie NANB, caracterise par le fait que 
Ton s6lectionne des serums positifs pour I'Ag NANB desire (NANBe ou NANBs). on elimine les part icu les 

10 virales eventuellement pnesentes, par exempie par ultracentrifugatton, on elimine les gammaglobulines 
selon les methodes connues, on concentre ledft Ag NANB. notamment par precipitation, puis on 
chromatographic les fractions concentres contenant I'Ag NANB dtelre sur un support sur tequel est fixe 
de I'heparine, on elue avec une solution aqueuse de chlorure de sodium de concentration croi'ssante, 
recueilte les eluats contenant I'Ag NANB desire, et elimine les sels selon les m6thodes usuelles. 

15 ^ 3. Proc6d6 de preparation d'antlgenes purifies de ('hepatite vlrale NANB, caracterisd par le fait que 
Ton hyperimmunlse des anlmaux avec une fraction puriftee en un antfgfene de Thepatite B, que Con utilise 
les gammaglobulines produces par les anlmaux hyperimmunis§s pour obtenir des lignes de precipitation 
avec des serums contenant un antigene NANB correspondent et exempts d'antigene HB, et que Ton 
utilise les gammaglobulines ayant donne des lignes de precipitation pour reaiiser les supports de 

20 chromatographie d'affinite qui permettront de fixer et purifier ledft antigene NANB. 

4. R6actif permettant le diagnostic de I'hepatrte viraie NANB ou permettant de reveler le stade 
d'evolution de la maladie, caracterise par le fait qu'il comprend un support solide sur tequei est fixe au 
moins un antigene NANBc, NANBe ou NANBs et/ou au moins un anticorps sp^crfique arrti-NANBc. anti- 
NANBe ou antf-NANBs. 

2S 5. Reactif selon la revendication 4, caracterise par le fait qu'il est constitue par un support solide sur 
lequel est fixe au moins un antigene NANBc, NANBe ou NANBs. 

6. Rdactif selon la revendication 5, caracterise par le fait qu'il contient fixe sur le support solide, de 
I'antigene NANBc. 

7. Reactif selon I'une quelconque des revendlcatlons 4 a 6, caracterise par le fart qu'il contient, fixe 
30 sur le support solide, de I'antigene NANBs. 

8. R4actrf selon I'une quelconque des revendicartions 4 a 7, caracterise par le fait qu'il contient fixe 
sur le support solide, de I'antigene NANBe. 

9. R6actlf selon la revendication 5, caract6r!s6 par le fait que sur (edit support sont flx6s des 
amicorps-artHgamma-globulines humaines) et que ledft antigene est present© separement et peut-Stre 

35 fix6 par I'interm6diaire des anticorps correspondents du s6rum a tester s'ils sont presents. 

10. Reactif selon la revendication 9, caracterise par le fait que les anticorps antHgammaglobulines 
humaines) sont des anticorps antHgM humaines. 

11. R6actlf selon la revendication 9, caracterise par le fait que les anticorps antHgammaglobulines 
humaines) sont des anticorps arrtHgG humaines. 

40 1 2. R6actif selon la revendication 4, caracterise par le fait qu'il est constitue pfer un support solide sur 
lequel est fixe au moins un anticorps sp&ifique anti-NANBc, anti-NANBe ou anti-NANBs. 

13. R6actif selon la revendication 4, caracterise par le fait qu'il contient, fixe sur le support de 
I'anticorps anti-NANBe et anti-NANBs, et de I'antigene NANBc. 

14. Procede de recherche d'antlgenes NANB ou d'antlcorps correspondents, caracterise par le fait 
45 que I'on recherche selon le cas, la presence d'un ou plusieurs antigenes ou d'un ou plusieurs anticorps 

dans un serum k tester, k ('aide du reactif de I'une quelconque des revendlcatlons 4 k 8 et 12, selon les 
techniques de « sandwich » et/ou selon les techniques de - competition ». 

15. Precede de recherche d'antlcorps anthNANB, caracterisd par le fait qu'aprfcs mise en contact du 
reactif de I'une quelconque des revendlcatlons 9 a 11 avec le sdrum a tester, puis avec I'antlg&ne purtfid, 

50 on le met en contact avec un anticorps antMslANB couple a un traceur et que Ton determine, par une 
reaction de relation, si I'anticorps couple k un traceur s'est fix6 sur le support, auquel cas les 
gammagiobulines du serum a tester contenaient des anticorps contre le meme antigene que (edit 
anticorps couple au traceur. 

16. Procede de recherche d'antlgenes NANBs et NANBe, et de recherche d'antlcorps antl-NANBc, 
55 caractirise par le fait que Ton recherche a I'aide du reactif de la revendication 13, selon la technique 

sandwich ou la technique de competition, ces recherches etant effectuees I'une a I'aide d'un traceur 
radioactlf, I'autre a I'aide d'un traceur enzymatique. 



60 Claims 

1. Process for the preparation of purified antigens of viral hepatitis NANB, characterized by the 
selection of serums or liver extracts wherein the presence of NANB virus has been recognized, ultra- 
centrifugation to concentrate said viruses in the centrifugation base, the collection and treatment of said 
65 base by means of a non-ionic detergent, allowing to incubate during 1 to 24 hours approximately at a 
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temperature comprised between 0 and 37 °C, fractionation and detection of the fractions containing the 
purified Ag NAN Be using known techniques, especially techniques which are based on the antigen* 
antibody reaction, isolating the fraction containing the purified Ag NANBc and then, if desired, subjecting 
said fractions to the action of an ionic detergent incubating during 1 to 24 hours approximately at a 
5 temperature of 0 to 37 °C t and isolating the Ag NAN Be. 

2. Process for the preparation of a purified antigen of viral hepatitis NANB, characterized by the 
selection of serums which are positive to the desired Ag NANB (NANBe or NANBs), the removal of the 
virus particles which may be present e. g., by ultra centrifugation, the removal of the gammaglobulins by 
known methods, the concentration of said Ag NANB, particularly by precipitation, then the chromato- 

10 graphy of the concentrated fractions which contain the desired Ag NANB on a support on which heparin 
is fixed, elution with an aqueous solution of sodium chloride in increasing concentration, collection of the 
eluates which contain the desired Ag NANB, and removal of the salts by known methods. 

3. Process for the preparation of purified antigens of viral hepatitis NANB, characterized by the 
hyperimmunizatlon of animals with a purified fraction of a hepatitis B antigen, the use of the 

15 gammaglobulins produced by the hyperimmunized animals to obtain lines of precipitation with serums 
containing a corresponding NANB antigen and without HB antigen, and the use of the gammaglobulins 
which have formed precipitation lines to create supports for affinity chromatography which will make it 
possible to fix and purify said NANB antigen. 

4. Reagent which makes it possible to diagnose viral hepatitis NANB or makes it possible to detect 
20 the stage of development of the disease, characterized by comprising a solid support on which is fixed at 

least one NANBc NANBe, or NANBs antigen and/or at least one anti-NANBc, anti-NANBe, or antt-NANBs 
specific antibody. 

5. Reagent according to claim 4, characterized by consisting of a solid support on which is fixed at 
least one NANBc, NANBe, or NANBs antigen. 

25 6. Reagent according to claim 5, characterized by containing NANBc antigen fixed on the solid 
support. 

7. Reagent according to any one of claims 4 to 6, characterized by containing NANBs antigen fixed 
on the solid support 

8. Reagent according to any one of claims 4 to 7, characterized by containing NANBe antigen fixed 
30 on the solid support 

9. Reagent according to claim 5, characterized by fixation of anti- (human gammaglobulin) 
antibodies on said support and said antigen being present separately and the ability of said antigen to be 
fixed by corresponding antibodies of the serum to be tested, ff they are present 

10. Reagent according to claim 9, characterized by the fact that the antl- (human gammaglobulin) 
35 antibodies are anti-human IgM antibodies. 

11. Reagent according to claim 9, characterized by the fact that the anti- (human gammaglobulin) 
antibodies are anti-human IgQ antibodies. 

12. Reagent according to claim 4, characterized by consisting of a solid support on which is fixed at 
least one antHMANBc, anti-NANBe. or antl-NANBs specific antibody. 

AO 1 3. Reagent according to claim 4, characterized by the fact that It contains, fixed on the support anti- 
NANBe and anti-NANBs antibodies and NANBc antigen. 

14. Process for detection of NANB antigens or of corresponding antibodies, characterized by, 
according to the case, the searching for the presence of one or more antigens or one more antibodies in a 
serum to be tested, using the reagent of any one of claims 4 to 8 and 12, according to the « sandwich » 

45 and/or « competition » techniques. 

15. Process for detection of anti-NANB antibodies, characterized by contacting the reagent of any 

one of claims 9 to 11, after it was contracted with the serum to be tested and then with the purified 

antigen, with an anti-NANB antibody coupled with a tracer and by determining by means of a detection 

reaction whether the antibody coupled with the tracer has become fixed on the support in which case the 

50 gammaglobulins of the serum to be tested contain antibodies against the same antigen as the antibody 
coupled with the tracer. 

16. Process for detection of NANBs and NANBe antigens and of antl-NANBc antibodies, charac- 
terized by using the reagent of claim 13, according to the sandwich technique or the competition 
technique, with these searches being carried out In the first case, using a radioactive tracer and, in the 

55 second case, using an enzyme tracer. 

Patentanspruche 

60 1. Verfahren zur Hersteiiung gereinigter Antigene der NANB-Virushepatitis, dadurch gekennzeich- 
net daB man Sera Oder Leberextrakte wahlt in denen man die Anwesenheit von NANB-Viren festgestellt 
hat, daB man ultrazentrifugiert, urn die Viren im Zentrifugenruckstand zu konzentrieren, daB man diesen 
Ruckstand gewinnt und mit einem nichtlonlschen Detergens behandert daB man etwa 1 bis 24 Stunden 
bei einer Temperatur von 0 bis 37 °C inkubiert daB man fraktloniert und festelit welche Fraktionen das 

65 gereinigte NANBc-Ag enthalten, wobei man gemaB bekannten Techniken verfahrt, insbesondere den 
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Techniken, die auf der Amigen-Antikdrperreaktion basieren, die das gerelnlgte NANBc-Ag errthattenden 
Fraktlonen isoliert, dann, falls gewunscht, diese Fraktionen der Einwirkung eines ionischen Detergens 
unterwlrft etwa 1 bis 24 Stunden bei einer Temperatur von 0 bis 37 °C fnkubieren laBt und das NANBe- 
Ag Isoliert 

5 2. Verfahren zur Herstellung eines gerelnigten Antigens der NANB-Virushepatrtis, dadurch gekenn- 
zeichnet daB man Sera wahlt die posrtiv sind auf das gewunschte NANB-Ag (NAN Be Oder NANBs), 
gegebenenfalls vorhandene virale Parti kel entfemt, beispielsweise durch Uttrazerttrifugieren, die t 
Qlobuline nach bekannten Verfahren eiminlert, das NANB-Ag konzentriert, insbesondere durch Ausfallen, 
dann die das gewunschte NANB-Ag enthaltenden konzentrierten Fraktionen an elnem Trager, an dem 

10 Heparin fixiert ist chromatographiert, mft einer waBrigen Natriumchloridldsung mtt zunehmender 
Konzentratlon elulert, die das gewOnschte NANB-Ag enthaltenden Eluate gewinnt und die Salze nach 
ublichen Verfahren eliminiert 

3. Verfahren zur Herstellung gereinigter Antigen© der NANB-Virushepatitis, dadurch gekennzeich- 
net, daB man Tiere mrt einer gereinigten Fraktion an einem Hepatltis-B-Antigen hyperimmunisiert daB 

15 man die durch die hyperimmunislerten Tiere erzeugten -rGlobuline einsetzt urn mrt den Sera, die ein 
entsprechendes NANB-Antigen enthaiten und die frel von HB-Antigen sind, Prazipitationslinien zu' 
erhalten, und daB man die-y-Globuline, weiche zu den Prazipitationslinien gefuhrt haben, zur Herstellung 
der Trager fur die Affinititschromatographie verwendet weiche die Flxlerung und Reinigung des NANB- 
Antigens ermdglichen. 

20 4. Reagenz, mtt dem die NANB-Virushepatitis diagnostiziert werden kann oder das es ermdglicht, 
das Entwicklungsstadlum der Krankheit festzustellen, dadurch gekennzeichnet daB es einen festen 
Trager aufweist auf dem mlndestens ein NAN Be-, NAN Be- oder NANBs-Antigen und/oder mindestens ein 
Antl-NANBc-, Anti-NANBe- Oder Anti-NANBs-spezifischer-Arrtikdrper fixiert ist. 

5. Reagenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB es aus einem festen Trager besteht auf 
25 dem mindestens ein NANBc-, NAN Be- oder NANBs-Antigen fixiert ist. 

6. Reagenz nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet daB es NANBc-Antigen enthatt das auf den 
festen Trager fixiert ist. 

7. Reagenz nach einem der Anspruche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet daB es NANBs-Antigen 
enthatt, das auf dem festen Trager fixiert ist. 

30 8. Reagenz nach einem der Anspruche 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet daB es NANBe-Antigen 

enthalt, das auf dem festen Trager fixiert ist 

9. Reagenz nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet daB auf dem Trager Antf-(human-Gammaglo- 

buline)-Antikdrper fixiert sind und daB das Antigen abgetrennt davon vorhanden ist und mittels der 

entsprechenden Antikdrper des zu testenden Serums fixiert werden kann, falls diese vorhanden sind. 
35 10. Reagenz nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die AntKhuman-Gammaglobullne)- 

Antikdrper Anti-human-igm-Antikdrper sind. 

11. Reagenz nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet daB die AntHhuman-Qammaglobuline)- 
Antlkorper Anti-human-lgG-Antlkdrper sind. 

12. Reagenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet daB es aus elnem festen Trager besteht, auf 
40 dem mindestens ein Antl-NANBc-, Anti-NANBe- Oder Anti-NANBs-spezifischer-Antikdrper fixiert ist 

13. Reagenz nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB es auf dem Trager fixiert Ant)-NAN Bo- 
und Anti-NANBs-Antlkdrper und NANBc-Antigen enthdit 

14. Verfahren zum Auffinden von NANB-Antlgenen Oder entsprechenden Antikdrpem, dadurch 
gekennzeichnet daB man mrt Hilfe des Reagenz nach einem der Anspruche 4 bis 8 und 12 gemaB den 

45 « sandwich »- und/oder « kompetmven » Techniken Jewells feststeltt ob ein oder mehrere Antfgene oder 
ein oder mehrere Antikdrper im Testserum vorhanden ist (sind). 

15. Verfahren zum Auffinden von Anti-NANB-Antikdrpem, dadurch gekennzeichnet, daB man das 
Reagenz nach einem der Anspruche 9 bis 11, nachdem man es mit dem Testserum und dann mit dem 
gereinigten Antigen in Kontakt gebracht hat mit elnem an einen Tracer gekoppelten Anti-NANB- 

50 Antikdrper in Kontakt bringt und daB man mittels einer Entwicklungsreaktion feststeltt, ob der an einen 
Tracer gekoppolt Antikdrper an dem Trager fixiert ist, wobei in diesem Fall die -y-Globuilne des 
Testserums Antikdrper gegen dasselbe Antigen wie der an den Tracer gekopperte Antikdrper enthaiten. 

16. Verfahren zum Auffinden von NANBs- und NANBe-Antlgenen und zum Auffinden von Anth 
NANBc-Antlkorpern, dadurch gekennzeichnet, daB man das Verfahren mrt Hilfe des Reagenz nach 

55 Anspruch 13 gemaB der Sandwich-Tecknik oder gemaB der kompetttiven Technik durchfQhrt wobei man 
einmal einen radioakttven Tracer und das andere Mai einen enzymatischen Tracer einsetzt. 
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@ Non-A, non-B hopatitfe-aseociated monoclonal antibody and diagnostic reagent 

@ There is disclosed a non-A, non-B hepatitis-associated 
monoclonal antibody exhibiting a specific antigen-antibody 
reaction with a non-A. non-B hepatitis-associated antigen ob- 
tained by isolation and purification from non-A, non-B hepatitis 
autopsy liver and having the following physlcochemical proper- 
ties: r _ 

molecular weighl: f50SMO or more (gel filtration) 

sedimentation constant (10~ 13 ): 51 .5S (uttracentrtfugal 
analysis) 

buoyant density (a/cm 3 ): 1.1-1.25 (In cesium chloride 
and in potassium bromide) 

particle diameter (nm): 26—37 
electrophoretic mobility:©*-^ globulin region (in agarose gel). 



o 
o 

0, 



ACTORUM AG 



001 

0092249 



NON-A, NON-3 HEPATITIS-ASSOCIATED MONOCLONAL 
ANTIBODY AND DIAGNOSTIC REAGENT 



This invention relates to a non-A r non-B hepatitis- 
associated monoclonal antibody, and a culture composi- 
tion and a diagnostic reagent containing the same. 

The existence of viral hepatitis of types A and B 
is known and an antigen-antibody system associated 
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with these types of hepatitis has also been clarified. 
I mmunosero logical diagnosis using such systems has 
become possible and development and introduction of 
vaccines have been accomplished. 

In the course of research, however, the existence 
of viral hepatitis which belongs neither to type A 
hepatitis nor to type B hepatitis, has become known 
and the frequency of occurrence thereof has been 
higher than expected. Type non-A, non-B hepatitis 
accounts for more than 8096 up to 90# of post- 
transfusion hepatitis and it has been reported that 
type non-A, non-B hepatitis also accounts for about 
5096 of sporadic acute hepatitis. It has been established 
that even among normal blood donors, a considerable 
number of donors carry the non-A, non-B hepatitis 
virus. The following literature references set forth 
the state of the art pertaining to non-A, non-B 
hepatitis: 

1) Prince, A.M. et al.: Long-incubation post- transfusion 
hepatitis without serological evidence of exposure 

to hepatitis-B virus. Lancet. II: 241-246, 1974. 

2) Alter, H.J. et al.: Clinical and serological 
analysis of transfusion-associated hepatitis. 
Lancet. II: 838-841, 1975. 

3) Feinstone, S.M. et al.: Transfusion-associated 
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hepatitis not due to viral hepatitis type A or B. 
N. Engl. J. Med. 292 : 767-770 , 1975 . 

4) Meyers, J.D. et al.: Parenterally transmitted non-^A, 
non-B hepatitis, Ann. Intern.' Med. 87 : 57-59, 1977. 

5) Villarejos, V.M. et al.: Evidence for viral hepatitis 
other than type A or type B among persons in Costa 
Rica, N. Engl. J. Med. 292: 1350-1352, 1975. 

6) Dienstag, J.L. et al.: Etiology of sporadic hepatitis 
B surface- antigen-negative hepatitis. Ann. Intern. 

Med. 87: 1-6, 1977. 

The term "non-A, non-B hepatitis" used herein 
refers to those kinds of hepatitis which are believed 
to occur because of infection with virus(es) other than 
the previously known viruses, such as, type A hepatitis 
virus, type B hepatitis virus, cytomegalovirus, Epstein- 
's arr virus and -the like, which non-A, non-B hepatitis 

■ 

viruses participate in the disease as pathogens, and 
which do not exhibit a significant rise for HAV anti- 
body, anti-HBs, anti-HBc and/or anti-HBe. Accordingly, 
non-A, non-B patients* can be defined as those who 
suffer from hepatitis resulting from infection by hepa- 
titis viruses, but who are negative in both the type 
A hepatitis diagnosis and the type B hepatitis diagno- 
sis, arxi are therefore excluded from having either 
type A hepatitis or type B hepatitis. Generally, in 
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comparison with type & hepatitis, the average incuba- 
tion period from transfusion until outbreak, for non-A, 
non-B hepatitis, is short and the maximal value of 
GPT is also low. However, non-A, non-B hepatitis has 
a longer duration so that the GPT abnormality, for 
example, becomes chronic and lasts longer. In any 

* 

case, non-A, non-B hepatitis accounts for the major 
proportion of post-transfusion hepatitis. Liver dis- 
eases caused by the non-A, non-B hepatitis virus(es) 
include a variety of diseases such as liver cirrhosis, 
hepatocellular carcinoma, and the like. Accordingly, 
proper counter-measures must be devised as soon as 

possible. . . 

Under these circumstances, some of the inventors 
of the present invention attempted to isolate, as a 
separate entity, a nqa-A, non-B hepatitis-associated 
antigen which is general as well as specific to non-A, 
non-B hepatitis, and succeeded in obtaining the contemp- 
lated substance by isolation and purification from 
non-A, non-B hepatitis autopy liver. The result of 
this attempt was filed for patent as Japanese .Patent 
Application No. 83736/1981. They further attempted 
to prepare a non-A, -non-B hepatitis-associated antibody 

* * 

by immunological techniques using this substance and 
the fruit of tMs attempt was filed for patent as 
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Japanese Patent Application No. 97425/1981. 

The inventions disclosed in these patent appli- 
cations can be deemed extremely significant in that they 
make it possible for the first time to directly diagnoze 
non-A, non-B hepatitis. However, when the production 
method of these inventions is practised, the amount of 
the substance obtained thereby is extremely small so 
that difficult problems are left yet to be solved for 
putting the substance into practical application. 
Especially because large quantities of an non-A, non-B 
hepatitis-associated antibody is expected to be consumed 
not only for the diagnosis but also for the remedy of 
non-A, non-B hepatitis, it is necessary to obtain 
large quantities of the antibody by culture, for exam- 
ple. Since the non-A , non-B hepatitis-associated anti- 
body of the prior inventions is immunologically 
prepared using the antigen molecules having a plurality 
of antigenic determinants, it is given as a mixture of 
antibodies corresponding to these determinants. 
Accordingly, there is a likelihood that the mixture 
reacts not only with the non-A, non-B hepatitis- 
associated antigenic determinants but also with other 
antigenic determinants. To further improve the 
usefulness as the diagnostic reagent, therefore, it 
is necessary that the antibody be prepared as one that 
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specifically couples with one of the antigenic deter- 
minants of the non-A, non-B hepatitis-associated 

antigen molecules. 

with the background described above, the inventors 
of the present invention attempted to obtain a non-rA, 
non-B hepatitis-associated monoclonal antibody through 
the application of the cell f vision techniques disclosed 
by Xohler and Milstein in "Nature" , 256, 495 - 497 
(1975)* As a result, we succeeded in obtaining a novel 
hybridoma and its culture composition and also continu- 
ously obtaining the monoclonal antibody. Thus, the 
present invention is completed. The cell fusion 
technique is one that makes it possible to continuously 
produce a more homogeneous or so-called "monoclonal 11 

* 

antibody through the culture of fused ceils and the 
general concept of its production method is already 
well known in the art. However, the resulting monoclo- 
nal antibody of the present invention is a novel 
substance aM exhibits an ant ig en-anti boy reaction 
specific to the non-A, non-B hepatitis-associated 
antigen. Accordingly, the antibody of the present 
invention makes it possible to specifically detect 
and determine the non-A, non-B hepatitis-associated 
antigen through the antibody sandwich method and to 
specifically detect and determine also "Uae non-A f non-B 
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hepatitis-associated antibody through the antigen 
inhibition method. In other words, -the antibody of 
the present invention can provide a diagnostic reagent 
having a high sensitivity. The antibody of the present 
invention can be mass-produced and has a high titer. 
In other words, the antibody having high titer can be 
produced in large quantities in ascites by the in vivo 
culture of a hybridoma producing the antibody of the 
present invention, especially by the intraperitoneal 

* 

culture of the hybridoma. 

As described above, the monoclonal antibody ia 
accordance with the present invention is not only a 
novel substance but also immunologically specific to 
the non-A f non-B hepatitis-associated antigen. Hence, 
the inventive progress of the present invention resides 
in that it can provide a diagnostic reagent capable 
of determining the non-A, non-B hepatitis-associated 
antigen and the non-A, non-B hepatitis-associated 
antibody with a high level of sensitivity, that it 
can be mass-produced and that it has a high leter. 
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Brief Description of the attached Drawings 

Figure 1 is a drawing which corresponds to Figure 1 
described in the item ••Results" in Experimental Ex- 
ample 1 and is a schematic diagram showing the forma- 
tion of the precipitin line in accordance with the 
micro-Ouch terlony's test; 

Figure 2 is,a drawing which corresponds to 
Figure 2 described in the item "Results" in Ecperi- 
mental Example 2 and is a diagram' showing the 
relationship between the antigen concentration and 
cpm in the antibody sandwich method; and 

Figure 3 is a drawing which corresponds to 
Figure 3 described in the item "Results" in Experi- 
mental Example 3 and is a diagram showing the relation- 
ship between the serum dilution and the antigen 
inhibition ratio in the RIA inhibition method. 

* 

Now, the construction of the present invention 
will be described. 

As disclosed in detail in the aforementioned 
Japanese Patent Application No. 83736/1981, the 

* 

non-A, non-B hepatitis-associated antigen in the 
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present invention can be obtained from the hepatitis 
autopsy liver of non-A, non-B hepatitis patients, 
as the starting material, by a suitable combination 
of conventional protein fractionation methods, such 
as density gradient c entrifugation, salting out, 
electrophoresis, gel filtration, affinity chroma togra- 
phy, isoelectrofocuslng, ultra-filtration, Cohn's 
fractionation, and so forth. In a preferred embodi- 
ment of the invention, the autopsy liver homogenate 
supernatant is first subjected to column chromato- 
graphy using Sephacryl S-200 and the resulting antigen 

* 

positive fraction is subjected to ultrafiltration 
for the purpose of vacuum concentration. Then 
ultracentrlfUgation and dialysis are finally carried 
out. It is preferred to carry out ultrac entrifugation 
once or several times by using successively both 
sucrose density gradient c entrifugation and cesium 
chloride density gradient c entrifugation. The puri- 
fied matter thus obtained shows a clear precipitin 
line with serum of the convalescent phase from a 
non-A, non-B hepatitis patient by agarose gel diffu- 
sion, and it is confirmed that the precipitin line 
completely merges with that in the autopsy liver 
homogenate supernatant before purification. 

The antigen has the following physicochemlcal 
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properties. It has a molecular weight of at least 
1,500,000 as determined by a gel filtration method. 
The sedimentation constant (10 -1 ^) is 51. 5S when 
measured with a Bectonann Model E ultracentrifuge. 
The buoyant density (g/cm') in a cesium chloride 
or potassium bromide solution is 1.15 to 1.25 when 
measured with an Abbe's refractometer. The particle 
size (nm) ranges from "26 to 37 (31.5 on the average) 
under electron microscope observation. The electro- 
phoretic mobility is in the - a ± globulin range 
when determined by immuno electrophoresis. 

* 

The antigen has the following immunological 
properties. 

First, the antigen undergoes a precipitation 
reaction in an agarose gel with the serum of a con- 
valescent' phase from non-A, non-B hepatitis patients and 
with that of multiply-transfused" hemophilia patients. 
Sheep ertythrocytes sensitized by the antigen exhibit 
specific ani highly sensitive passive hemagglutination 
with the serum of a convalescent phase from non-A, 
non-B hepatitis patients. On the other hand, the 
antigen does not react with HAV antibody, anti-HBs, 
anti-HBc, anti-HBe, anti-6, HC antibody, HB antibody, 
Arai antibody, F antibody; normal human liver super- 
natant antibody and various normal human plasma 
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antibodies. Accordingly, this antigen is found to be 
a specific antigen associated with non-A, non-B 

hepatitis as well as general to non-A, non-B hepa- 
titis. 

An immunized antibody to this antigen can be 
produced by repeatedly dosing immunized rabbits with 
the antigen together with a suitable adjuvant such as 
Freund's complete adjuvant. This object can be accom- 
plished, for example, by subcutaneously injecting 
BALB/C mice as Hie immunized animal with the antigen 
in an amount of 1 to 20 fig/animal for the first dose 
ani after the passage of 90 to 120 days, injecting 
intraveneously the animals with the antigen in an 
amount of 1 to 20 pig/animal without the adjuvant 
for the second dose. In the examples below, the 
antigen is dissolved in a phosphate-buffered saline 
(PBS) in 85 Hg/m4, and 2 m-0 of the Freund^ complete 
adjuvant is added to 0.2 m£ of this saline. The 
first subcutaneous injection is made to the BALB/C 
mice and, after the passage of 100 days, the 
intraveneous injection of "the same amount of the anti- 
gen solution is made. 

Next, the antibody-producing cells are collected 
from the immunized animal. It is generally conve- 
nient to use the pulpar cells. For example, the 
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spleen of the BALB/C mouse is enucleated after 
the passage of three days from the second dose and 
is then mulled into pieces in an RFMI-1640 medium 
and the resulting suspension is washed thrice by 
centrifugation and decanting inside the REM -1630 
medium. The cell pellet is again suspended in "Hie 
RPMI-1640 medium for the purpose of adjustnent. 

The myeloma cell type P3-NSl/l-Ag4-l used for 
cell fusion is derived from the BALB/C mouse 

k 

M0PC21, as disclosed hy Kohler et al. in n Bir. J. 
Immunol." Vol. 6 (1976) / 292 - 295, for eiample. 
This will be hereinafter referred to as the "myeloma 
cell NS-1". The cells of this kind are resistant to 
8-azaguanine and since they lack enzyme hypo xanthine 
guanine phosphoribosyltransf erase, they extinguish 
in a medium containing hypoxanthine-aminopterin- 
thymidine (HAT medium) . , 

Subculture is effected in an RFMI-1640 medium 
supplemented with 20 Hg/m4 of 8-azaguanine and 1096 
v/v of fetal calf serum and the medium is replaced 
within 4 days. Selection and cloning by the HAT 
medium after fusion are effected in an RPMI-1640 
medium supplemented with 1594 v/v fetal calf serum. 

Polyethylene glycol having an average molecular 
weight of about 1,000 to about 6,000 is generally 



■ * 

• * 



013 0092249 



used as the fusing agent for cell fusion and 

* 

polyethylene glycol 1500 is reported to exhibit the 
highest efficiency. The optimal density is preferably 
from 40 to 5054 w/v depending upon the molecular 
5 weight of polyethylene glycol. If polyethylene glycol 
1500 is used, for example, 1 m^ per gram of the glycol 
of an RFMI-1640 not containing any fetal calf serum 
is dissolved therein and the solution is heated to 
37°C at the time of use. Cell fusion is effected in 

10 the following manner. 

First, -the antibody-producing cells such as pulpar 
cells and myeloma NS-1 described above are washed with 
the RFMI-1640 not containing any fetal calf serum 
and are then mixed in a mixing ratio of 4:1 to 10:1 
15 between the former and the latter in terms of the 

number of cells. 800 g of the mixture is centrifuged 
for 5 minutes to form a pellet and the medium is 
completely removed by decantation. The fusing agent 
heated to 37°C is ttien added dropwise with stirring at 
20 a rate of 1 m^ per about 1 to 2 x 10 8 cells. While 
stirring is being continued, 10 m£ of the serum-free 
medium is gradually added in the course of 5 to 10 
minutes, for example, and ifiO g is finally centri- 
fuged for 5 minutes to remove polyethylene glycol. 
25 The residue is suspended again in 20 to 200 mA of 



* 
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RPMI-1640 containing 15# v/v fetal calf serum to 
complete the fusion. 

Next, isolation from the parent cell can be 
effected by incubation in the HAT medium in the 
following manner (HAT selection) First, 0.2 m^ of 

5 

the suspension described above (number of cells: ID 
to 10 6 ) is placed in each hole of a tissue culture 
plate having 96 holes. The half of the medium is 
replaced by the HAT medium every two to four days. 
From 14th days onward, the replacement of ttie medium 
is made at least twice by an HT medium, followed tiien 

by an REMI medium. j 
In this HAT selection, the parent cells are 
extinguished and only the fused cells remain. Next, 
only the cells that produce the intended non-A, non-B 
hepatitis-associated antibody are screened from the 
residual fused cells while checking is made whether 
or not the interred antibody is being produced, by a 
suitable method such as a passive hemagglutination - 
process (PHA process) . In the examples below, the 
antibody* producibility is Judged positive if the 
agglutination titer is at least four times as much 
when measured by the PHA process. 

Next, the antibody positive fuaed cells are 
fractionated and incubated by a suitable method to 



0092249 

prepare a monoclone cell strain originating from single 
cells. This procedure is referred to as "cloning 0 and , 
the cloning method is preferably a limiting dilution 
method as described below. 

That is, the cell suspension is diluted to a con- 
centration of 15 cells/m^ using an RFMI-1640 medium which 
is supplemented with fetal calf serum and with thymocyte 
of the BALB/C mouse as the feeder. The suspension is 
placed in a tissue culture plate having 96 holes at a 
rate of 0.2 m^ (3 cells/hole) and the antibody produci- 
bility of -the incubation supernatant of the hole or 
holes in which cell multiplication is observed is checked 
in tile same way as screening. 

This cloning operation by limiting dilution is 
repeated three times in all at a rate of one cell/hole. 

As will be described in the examples below, the 
results obtained by *the procedures ranging from the 
finish of the fusion till the end of the cloning are 
as follows. Among 315 holes of the tissue culture plates 
having 96 holes in which incubation is first made after 
fusion, 150 moles show the presence of the cells in the 
HAT mediums. Among these 150 holes, 16 holes contain 
the cells having an. antibody producibility. From these 

* 

holes, monoclonal cell strains of 14 clones are finally 

# * 

obtained by the cloning operation described above. 
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The monoclonal antibody in the 
incubation supernatant obtained by in vitro incuba- 
tion of these strains is precipitated by an ammonium 
sulfate process, and is disalyzed by PBS. By perform- 
ing analysis for immunoglobulin by the* micro-Ouch terlony 1 s 
test (MO) , the presence of I g Gl or IgM was confirmed. 

The positive hybriudoma that is monodoned by 
cloning can be multiplied by in vitro or in vivo incu- 
bation in the following manner. 

In vitro incubation is a method which can afford a 
pure monoclonal antibody not conta in ing other immuno- 
globulins. This can be effected by incubating the posi- 
tive hybridoma in accordance with ttie present invention 
in a suitable nutrient medium such as an RfMI-1640 
which is supplemented with fetal calf serum. 

In vivo incubation is a method which results in 
slight contamination with other immunoglobulins tut can 
produce large quantities of monoclonal antibody. 
This method can be practised in the following manner, 
for example. Pristane (2,6,10,1^-tetramethylpentadecane) 
is abdominally administered in advance to a BALB/C . 
mouse and, after the passage of at least two days f 



017 

0092249 



the positive hybridoma in accordance with the present 
invention is abdominally administered so as to multiply 
and fix the antibody as the ascites tumor inside the 
body of the mouse. After incubation, ascitic and/or 
blood serums are collected and subjected to isolation- 
purification procedures such as salting out, chromato- 
graphy and the like, to provide the monoclonal anti- 
body of the present invention. For example, as will 
be illustrated below in the examples, 0.5 of pristane 

is abdominally administered to a BALB/C mouse and, 

6 

after the passage of 2 to 30 days", 2 — - 4 x 10 positive 
hybridomas are abdominally administered. Two to three 
weeks later, ascitic serum is collected and an antibody 
activity specific to the non-A, non-B hepatitis- 
associated antigen is confirmed by the PHA and MO 
methods. The immunoglobulin is then fractionated by 
chromatography using Sephacryl S-200 and the positive 
fraction is confirmed by the PHA method and is then 

* 

pooled. 

As will be illustrated later in the examples, 
the monoclonal antibody of the present invention 
exhibits a specific antigen-antibody reaction with 
the non-A, non-B hepatitis-associated antigen. This 
is the property that characterizes the antibody of the 
present invention. By utilizing this property, 
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there can be provided a diagnostic reagent which can 
extremely sensitively detect and determine the non-A, 
non-B hepatitis-associated antigen as well as the 
non-A, non-B hepatitis-associated antibody, as will be 
5 also illustrated in "the examples. The diagnostic 
reagent obtained thereby is one which contains the 
monoclonal antibody of the present invention as the 
essential and principal component. Since this inven- 
tion is an invention of product which exclusively 

10 utilizes a specified property of the antibody, it is 
an independent invention from the invention of the 
antibody but with a predetermined relation therewith. 

The diagnostic reagent of the present invention 
may utilize any immunologicaJL test methods us ing the 

15 antibody of ihe present invention and can be suitably 
prepared in accordance with the immunological test 
methods to be employed. When a method such as micro— 
Ouchterlony's test (MO), Immunoelectrophoresis (IES, 
IEP) , complement fixation (CF) , immune adherence 

20 hemagglutination (IAHA) or" single radial immunodiffu- 
sion (SRID) is used/ the antibody of the present 

* 

invention may be used as such in a suitable preparation. 
When, for example, the single radial immunodiffusion 
meliiod is used, a suitable support is first selected 
25 from the group consisting of agar, agarose, starch, 
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polyacrylamide gel and the like, and the support is 
heat-dissolved in a buffer. Then the antibody of 
the present invention is added Hi ere to and the 
restating solution is caused to flow onto a glass 
plate or charged into a plastic container and then 
cooled to effect solidification. F inall y, a hole 
for charging the serum to be tested is bored on the 

solidified gel plate. 

When the reverse passive hemagglutination (R-PHA) 
method, the radioimmunoassay (RIA) method, the enzyme- 
linked antibody (EI A) method or" the like is used as 
the test method /the antibody of the present invert- 
tion may be used in the form of a suitable combined 
body. When the reverse hemagglutination (R-FHA) 
method is used, for example, the antibody of the 
present invention is combined with fine carrier parti- 
cles. The erythrocytes of mammals or birds are pre- 
ferred as the fine carrier particles but others such 
as polystyrene latex, polyester latex, vinyl chloride, 
bentonite, glass beads, and the like may also be used. 
The antibody of the present invention can be combined 
with these fine carrier particles by use of glutaral- 
dehyde, formaldehyde, tannic acid, bisdiazotized 
benzidine, chromium chloride, carbodiimide, or the 
like. 
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* * 

When the radioimmunoassay (RIA) method is used, 
the antibody of the present invention must be labelled 
with an isotope. 125 I and 131 I can be used as the 
isotope and can be combined with the antibody of the 
5 present invention by the chloramine T method. 

When the enzyme-linked immune adsorbent (ELISA) 
method is used, the antibody of the present invention 
must be combined with an enzyme. Examples of such 
enzymes are glucose oxidase, a lka l i phosphatase, per- 
10 oxidase, p-galactosidase, and the like. Gultaraldehyde 
can be used as the coupling agent for this purpose. 

Hie diagnostic reagent of the present invention 
can be used not only for the diagnosis of non-A, 
non-3 hepatitis but also as an experimental detection 
15 or determination reagent for non-A, non-B hepatitis- 
associated antigen as well as for one-A, non-B 
hepatitis-associated antibody. For this reason, the 
term "diagnostic reagent" in the "present invention 
should not be interpreted too narrowly but be inter- - 
20 pre ted to embrace these reagents. 

The following experimental examples will 
illustrate the usefulness of the monoclonal antibody 
and reagent of the present invention. 



25 
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Experimental Example 1 
Samples : 

(a) Non-A , non-B hepatitis-associated antigen obtained 
by isolation and purification from non-A, non-B hepati- 
tis autopsy liver and having the following physicoche- 
mical properties (hereinafter referred to as "AN-6520 n ): 
molecular weight: 1,500,000 or more (gel filtration) 
sedimentation constant (10~ 13 ) : 51. 5S (ultracentrif ugal 

analysis) 

buoyant density (g/cm 3 ) : 1.15 - 1.25 (in cesium chloride 

and in potassium bromide) 
particle diameter (run) : 26-37 

electrophoretic mobility: &2~*1 globulin region 
(in agarose gel) . 

(b) serum of non-A f non-B hepatitis patients, (antibody 
positive against AN-6520) 

(c) purified antibody from the serum of the imminized 
rabbit described in the item "Preparation of Purified 
Antibody" in Example 1-(1); hereinafter referred to 

as "AN-6520 antibody". 

(d) ascitic serum obtained in Example 2 and produced 
from the hybridoma AT-F-1 obtained in Example 1* 

(e) ascitic serum obtained in Example 2 and produced 
from the hybridoma AT-F-3 obtained in Example 1. 
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Method: 

0.8% (w/v) of Agarose A-45 (Nakarai Kagaku) , 0.02M 
EDTA • 3Na , 0.1M sodium chloride and 0.1% NaN 3 were 
dissolved in a Tris-HCf buffer (0.01M, pH 7.5) to 
prepare a 1.5 mm-thick agarose gel plate. A detection 
test was carried out for each sample (a) through (e) 
in accordance with the micro-Ouchterlony 1 s method. 
Results: 

The results are shown in Figure 1, which is a schematic 
view showing the state of occurrence of precipitin 
lines generated by the reaction inside the agarose gel. 

■ 

Round frames a through e represent arrangements of 
areas in which the corresponding samples are spotted. 
It can be observed from Figure 1 that the monoclonal 
antibody of the present invention in the ascitic serum 
forms clear precipitin lines with the antigen AN-6520 
and that each of the precipitin lines merges with those 
formed between AN-6520 and the AN-6520 antibodies from 
the serum of non-A, non-B hepatitis patients and from 
that of the immunized rabbit. It can be thus under- 
stood that the monoclonal antibody of the present in- 
vention exhibits a specific angigen-antibody reaction 
with the non-A, non-B hepatitis-associated antigen 
and this specificity is peculiar to other non-A # non-B 
hepatitis-associated antibodies and has Immunological 
identity. * 
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Experimental Example 2 

Roughened surface glass beads (diameter 5.0 ± 0.2 mm) 
prepared in the manner which will be described in Ex- 
ample 2 and sensitized by the monoclonal antibody of 
the present invention were placed in a test tube and 
100 fi/ each of AN-6520 solutions having varying con- 
centrations were added. The mixtures were left 
standing at 40 °C for 2 hours so as to sufficiently 
couple the antibody with the glass beads. The uncoupled 
protein was then washed three times with a 0.1% PBS 
solution of Tween 20. The monoclonal antibody, pre- 
pared in advance in the manner which will be described 

125 

in Example 5 and labelled with I, was diluted with 
1% BSA (containing 0.1% NaN^) to give a count of 
1x10 5 cpm. 100 uf of this solution was added to the 
glass beads described above, and was left standing at 
40°C for 1 hour. After washed three times with the 
1% PBS solution of Tween 20, each sample was counted. 
Results : 

The results are shown in Figure 2. The count was 
200 cpm on the average when the concentration of 
AN-6520 was O ng/mf (control) . The measured sensiti- 
vity of AN-6520 in the test method described above 
was found to be 0.75 ng/m/ because the possibility of 

* 

being antigen -positive was generally 'recognized when 
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an S/N ratio was at least 2.1 {where S represents a 

cpm value of each sample and N does that of the 

control). In other words, the monoclonal antibody 

of the present invention makes it possible to carry 

out the test having a sensitivity of as high as 0.75 ng/mf, 

Experimental Example 3 

Samples : 

Serums A and B collected from two non-A, non-B 
hepatitis patients were diluted in the multiples of 
dilution plotted on the abscissa of Figure 3 to use 
as the samples. Serum N ' (number of samples: 4) that 
was antibody-negative and serum P (number of samples: 4) 
that showed an antibody titer of at least 32 times 
as high, when measured in advance by the PHA method, 
were used as the controls. 
Method: 

A serum dilution was prepared by adding 40 uf of 
an RIA buffer (prepared by dissolving 1% BSA and 0.1% 
NaN- in PBS) to 10 pf of each sample. Separately , 
an antigen solution was prepared by dissolving 
AN-6520 in the RIA buffer in 200 ng/mf . 50 uf of 

■ 

each serum dilution and 50 uf of the antigen solution 
were placed in a test tube and left standing at 37 °C 
for 60 minutes and at 4°C for day and night. Glass 
beads that were prepared in accordance with the method 
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of Example 4 were added to each test tube and left 
standing at 40°C for 2 hours. The content was 
washed three times with a 0*1% PBS solution of 
Tween 20. The solution was adjusted to a count of 
1x10 cpm in the manner described in Experimental 

125 

Example 2. After 10 pf of an I -labelled antibody- 
solution was added, the mixture was left standing at 
40°C for one hour and then washed three times with a 
1% PBS solution of Tween 20. Each sample was there- 
after counted. The antigen inhibition ratio was 
calculated for each sample in accordance with the 
following formula: 

antigen inhibition ratio - 100 x Ncpm - Scpm 

Ncpm - Pcpm 

where Scpm is a count for the sample, and Ncpm 
and Pcpm are mean values of counts for the 

serums N and P, respectively. 

* 

Separately, antibody titers of the serums A and 
B were measured by the PHA method. 
Results : 

The results are shown in Figure 3, which illustrates 
the relation between the multiples of dilution of the 
sample serum and the antigen inhibition ratio. Line 
marked by O refers to the serum A and line marked by 
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O refers to the serum B. The antibody titer was 16 
times for the serum A and 8 times for the serum B 
when measured by the PHA method. 

Generally, a serum is recognized as antibody- 
positive when the antigen inhibition ratio exceeds 
50%? hence, the serum A was recognized as antibody- 
positive up to a dilution of 160 times and the serum 
B up to a dilution of 80 times when measured by the 
measuring method described above. When measured by the 
PHA method, on the other hand, the limit was found to 
be 16 times for the serum A and 8 times for the serum B- 
Accordingiy, the sensitivity was improved by about 10 
times by the measuring method described above. It can 
be thus appreciated that the diagnostic reagent con- 
taining the monoclonal antibody of the present invention 
as its principal ingredient and utilizing the RIA 
method as the measuring method had high usefulness. 
Experimental Example 4 

The antigen inhibition ratios were determined for 
serums of various hepatitis patients in accordance with 
the method described in the item "Method" in Experimental 
Example 3 and when the antigen inhibition ratios exceeded 
70%, they were recognized as being antibody-positive. 
The results are illustrated in Table 1 for each patho- 
genic virus and disease. 
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Table 1 



^^^^^ ah #4 A* Ik 

patnoge— 
\nic 
virus 

disease 


non-A f non-B 
type virus 


type B 
virus 


type A 
virus 


viruses other 
than those des 
cribed and non 
virus 


actute 
hepatitis 


4/9 
(44.4) 


0/6 


0/3 


0/3 


chronic 
hepatitis 


5/16 
(31.3) 


0/11 




0/2 


hepato- 
cirrhosis 


0/3 


0/5 






primary 
hepatoma 


0/2 


metastatic 
hepatoma 


0/1 


total 


9/30 
(30) 


0/22 


0/3 


0/6 



In this table, figures of the denominator represent 
the number of cases, those of the numerator represent 
the number of positive cases and those in parentheses 
represent the percentage of positive cases. From Table 
5 lr it can be appreciated that the diagnostic reagent 

of the present invention can specifically detect non- A, 
non-B hepatitis. 
Experimental Example 5 
Samples: 

10 Twelve hybridomas (12 kinds of hybridomas described 
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in the column "Hybridoma" of Table 2) producing the 
monoclonal antibody were selected for twelve clones 
having an agglutination antibody titer of at least 
4 times among the clones of Example 1 and intraperito- 
neal incubation was carried out in the manner described 
in Example 2. The resulting ascitic serums were used 
as the samples. The control was prepared in the fol- 
lowing manner. Pulpar cells of a BALB/C mouse immunized 
to a Friend's leukemia virus and NS-1 were fused and 
the resulting hybridoma (listed as "A-12" in the column 
"Hybridoma" in Table 2) was intraperitoneal ly incubated 
in the manner described in Example 2 to obtain an as- 
citic serum (monoclonal antibody Ig G ) • 
Method: 

The following procedures (1) through (3) were car- 
ried out for each sample. ; 

(1) The antibody titer was determined by the PHA method 
described in Example 1. 

(2) The formation of precipitin lines was observed 
for samples of 10-fold and 1000-fold dilutions by 

the MO method described in the item "Method" in Example 
1. 

(3) After each sample was diluted 1,000 times, the 
inhibition ratio for the added antigen was determined 
by the RIA method described in the item "Method" in 
Experimental Example 1. 
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Results : 

The results are illustrated in Table 2. In the 
description of the MO method, symbols have the follow- 
ing meaning: 
5 : strongly positive 

* 

+ : positive 

> : weakly positive 

- : negative . 

Table 2 



hybridoma 
identifi- 
cation 


PHA 

antibody 
" titer 


precipitin 
MO method 

dilution 
10X 


line by the 

dilution 
lO^x 


antigen in- 
hibition ratio 
by RIA method 


AT-F-1 


10 S 


++ 




89 % 


AT-F-2 


10 6 


++ 


++ 


97 % 


AT-F-3 


10 6 ' 


++ 


♦ 


92 % 


AT-F-4 


10 6 


++ 


+ 


>99.5% 

• 


AT-F-5 


10 5 


++ 




57.5% 


AT-F-6 


- 10 6 -10 7 


++ 


+ 


> 99.5% 


AT-F-7 


10 6 


++ 


+ 


98.5% 


AT-F-9 


10 5 


++ 


+ 


78.5% 


AT-F-10 


10 6 


++ 

> 


+ 


> 99.5% 


AT-F-11 


10 6 


+-+ 




> 99.5% 


AT-F-12 


10 6 


++ 


4* 


99.2% 


AT-F-13 


10 S 


++ 




88.5% 


A -.12 


m 






0 % 



0092249 



It can be appreciated from Table 2 that all of 
the monoclonal antibodies of the present invention 
have high titers. 

The present invention will be described in more 
detail with reference to the following examples thereof. 
Example 1 

AN- 65 20 was dissolved in a phosphate buffered saline 
(PBS) to prepare 85 jig/mf of an antigen solution. 
0.2 mf of the antigen solution and 0.2 m/ of a Freund*s 
complete adjuvant were mixed and subcutaneous ly dosed 
to BALB/C mice. 100 days. later, 0.2 mf of the antigen 
solution was intraveneously dosed to the same mice. 
Three days later, the spleen of each mouse was enucleated 
and was finely milled in an RPMI-1640 medium. The result- 
ing cell suspension was washed three times in RPMI-1640 

by centrifugal separation and was again suspended in 

7 7 
RPMI-1640. 1.28x10 pulpar cells and 3.2x10 myeloma 

cells (NS-1) that were washed once in advance in RPMI-1640 

were mixed and 800 g of the mixture was centrifuged for 

5 minutes to prepare a pellet and to remove the medium. 

1 mf of a solution prepared by dissolving Polyethylene 

glycol-4000 (Nakarai Kagaku) in RPHI-1640 in 50% w/v 

was added dropwise to the pellet with stirring and 

10 mf of RPMI-1640 was gradually added in the course of 

5 to 10 minutes while stirring was continued. Finally, 
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400 g of the mixed solution was centrifuged for 
5 minutes to remove polyethylene glycol and was 
suspended again in 64 mf of the RPMI-1640 medium 
containing 15% v/v of a fetal calf serum. Next, 
0.2 m/ {number of cells: 5x10 J ) each of the suspension 
described above was placed in 315 holes of 9 6 -hole 
tissue culture plates and the half of the incubation 
supernatant was replaced by an HAT medium (an RPMI-1640 
medium to which 136.1 mg/mf of hypoxanthine , 1.76 mg/mf 
of aminopterin, 38.75 mg/mf of thymidine and 15% v/v 
of the fetal calf serum were added) every two to three 
days from the next day (HAT selection) . Ten days 
later, the presence of fused cells was observed in 
150 holes out of 315 holes. The incubation super- 
natant was screened in accordance with the PHA method 
and the holes having the aggluination antibody titer 
of at least 4 times were found to be 16 holes. 

Each positive cell of these 16 holes was 
diluted by the RPMI-1640 medium supplemented with 
15% v/v of the fetal calf serum and with 3xl0 6 /mf of 
the thymocites of the BALB/C mouse and 0.2 m/ (number 
of cells: 3) each of the dilution was placed in each 
hole of a 9 6 -hole tissue culture plate for incubation. 
The incubation supernatant was screened in accordance 
with the PHA method as the cloning operation so as 
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to select the antibody-producing cell strain 
(limiting dilution) . This cloning operation was repeat 
ed twice for each antibody-positive cell at such a 
dilution ratio at which one cell was placed in one 
hole. Finally, antibody-producing fused cell strains 
of 14 clones could be obtained- The hybridomas for 
them were named AT-F-1 through AT-F-14, respectively. 
20 mf of a saturated ammonium sulfate solution 

* 

was added to 20 mi of the incubation supernatant of 
each cell strain and the mixture was left standing at 
room temperature for one hour and was then centrifuged 
at 9,000 r.p.m. for 20 minutes. The resulting preci- 
pitate was dissolved again in 0.5 mf of PBS and was 
dialyzed by PBS for one day. The sub-classes of the 
immunoglobulin were determined for the resulting 
concentrated protein solution by the MO method and 

* 

by the gel filtration method. It was found to be 
I^Gl and I^M. Screening by the PHA method was carried 
out in the following manner. 
(1) Preparation of Purified Antigen: 

About 5 g of the autopsy liver of a non-A, non-B 
hepatitis patient was sliced and homogenized by adding 
20 mf of Tris-HCf buffered saline (0.01M, pH 7.5). 
Next, the solution was centrifuged at 10,000 r.p.m. 
for 20 minutes and the homogenate supernatant was 
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■ 

collected to obtain a liver homogenate supernatant 
before isolation and purification. 

10 mf of the liver homogenate supernatant was 
charged in a column (2.6 x 90 cm) packed with Sephacryl 
S-200 (a product of Pharmacia) equilibrated in advance 
with a Tris-HCf buffered saline (0.01M, pH 7.5), and 
was eluted by a Tris-HCf buffered saline (0.01M, pH 7.5) 
A fraction corresponding to the first peak having an 
antigen activity was pooled by continuously monitoring 
the eluate with ultraviolet absorption at 230 run. 
The antigen activity was determined by agar gel diffu- 
sion. The fraction thus collected was concentrated 
by ultrafiltration (PM-10, a product of Amicon Corpo- 
ration) . 

The resulting concentrate was subjected to elution 
in the same manner as described above but using 
Sephacryl S-300 (a product of Pharmacia) in place of 
the Sephacryl S-200, and was again concentrated by 
ultrafiltration. 

5 mf of the resulting concentrate was subjected 
to sucrose density gradient centrifugation (24,000 
r.p.m., 16 hours). The density gradient ranged from 
5 to 60% (w/v) and 10 mf each at 5%, 15%, 25% and 35% 
and 5 mf each at 45% and 60% were obtained. The con- 
centrate was added to the uppermost portion. After 
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the treatment, fractionation was carried out at a 

rate of 2.5 mf/tube and' a fraction corresponding to a 

sucrose density of 25 to 40% and having an antigen 

activity was pooled. The fraction thus pooled was 

dialyzed by a Tris-HC/ buffered saline (0.0 1M, pH 7.5) 

and was concentrated by ultrafiltration (PM-10, a 

product of Axnicon Corporation) . 

Next, the resulting concentrate was subjected to 

cesium chloride equilibrated density gradient centri~ 

fugation (40,000 rpm, 20 hours) . Samples of 4.5 m/ each 

were prepared within the density gradient range of 1.00 

3 

to 1.50 g/cm and the concentrate was added to the 
uppermost portion. After the treatment, fractionation 
was effected at a rate of 0.2 mf/tube from the upper 
tube layer and a fraction corresponding to cesium 
chloride density of 1.15 to 1.25 g/cm 3 and having an 
antigen activity was pooled. The specific gravity of 
each fraction was measured with an Abbe's refractometer 
and each fraction pooled was dialyzed by a Tris-HCf 
buffered saline (0.01M, pH 7.5). 

The physicochemical properties of the substance 
contained in the resulting solutions are tabulated 
below and the substance was used as the purified 
antigen: 

molecular weight: 1,500,000 or more (gel filtration) 
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sedimentation constant (10"") : 51. 5S {ultracentrifugal 
analysis) 

buoyant density (g/cm 3 ) : 1.15 - 1.25 (in cesium chloride 

and in potassium bromide) 
particle diameter (nm) : 26-37 

electrophoretic mobility: VlobulLn region 

<in agarose gel) . 
(2) Preparation of Sensitized Erythrocytes 

Sheep blood vas charged in a centrifugal tube 
and centrifugation was repeated five times at 2,000 
r.p.m. for 10 minutes using a saline to wash the 

■ 

erythrocytes. A phosphate buffered saline of pH 7.5 
and 0.15M was added to the erythrocytes in a 5% con- 
centration. One-fifth by volume of a glutaraldehyde 
solution prepared in a 2.5% concentration using the 
same phosphate buffered saline was added to a sus- 
pension of the above-mentioned erythrocytes, and the 
mixture was reacted with stirring at room temperature 
for about 5 hours to fix the erythrocytes. Next, this 
solution was centrifuged to obtain fixed erythrocytes, 
which were washed several times by centrifugation using 
the saline. The fixed erythrocytes were then prepared 
in the form of a 5% suspension using the above phosphate 
buffer and the same quantity of a tannic acid solution 
prepared in 5 mg/df using the same phosphate buffered 
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saline was added to the solution. The mixed solution 
was then stirred for 30 minutes, and centrifugedto 
obtain tannic acid-treated, fixed erythrocytes, which 
were further washed several times by centrifugation 
using a saline. The phosphate buffer was added to 
the tannic acid-treated, fixed erythrocytes, thereby 
forming a 5% erythrocyte suspension. 

The erythrocyte suspension was mixed with the 
same quantity of a solution obtained by preparing 
the solution of the purified antigen in a protein 
concentration of about 10 fig/mf (antibody dilution 

# 

ratio 1:20) using the phosphate buffered saline, 

and was stirred at room temperature for 60 minutes 

to achieve sensitization. The solution was centrifuged 

to obtain sensitized blood cells, which were washed 

several times by centrifugation using the saline. 

A phosphate buffered saline containing 2% normal 

rabbit serum was added to the resulting sensitized 

* 

blood cells to obtain a 7% blood cell suspension. 
This sensitized blood cell suspension was used as a 
diagnostic reagent in accordance with the PHA method. 
(3) Method: 

25 juf of a phosphate buffered saline (0.15M, pH 7.5) 
containing 2% normal rabbit serum was added dropwise 
into a microtitration plate (V-type) made of acryl resin 
and the test serum was diluted by 2 times in two 
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* 

series. 25 uf of a phosphate .buffered saline (0.15M, 
pH 7.5) containing 2% normal rabbit serum was added 
to one of the series while 25 pf of a 100-fold 
dilution of the purified antigen was added to the 
5 other. After incubation at 37°C for 30 minutes, the 
sensitized blood cells were added and the plate was 
further incubated at room temperature for 2 hours 
to confirm the occurrence of agglutination • The anti- 
body titer was expressed as the reciprocal of the 
10 highest dilution of the sample that showed hemagglu- 
tination of the purified antigen. 
Example 2 

0.5 mf of pristane (2,6,10,14-tetramethylpentadecane) 
was intraperitoneally dosed to a BALB/C mouse and 2 to 
15 30 days later, the antibody-producing strain (correspond- 
ing to the cell number of 2 - 4xl0 6 ) obtained in Example 
1 was intraperitoneally dosed to the same mouse. Two 
to three weeks later, the ascitic serum was collected. 

When measured by the PHA method, it was found to have 

5 7 

20 an agglutination antibody titer of about 10 - 10 . 

The ascitic serum was a nutrient composition containing 
the monoclonal antibody of the present invention. 
Example 3 

2 mf of the ascitic serum obtained in Example 2 
25 was charged in a Sephacryl S-200 column (26 x 36 cm) 

and was fractionated in 5 mf fractions using an 
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eluent prepared by adding 0.015M sodium chloride, 
0.002M of EDTA-3Na and 0.1% NaN 3 to a 0.01M Tris-HC/ 
buffer (pH 7.5). Each fraction was screened by the 
PHA method and fractions that were antibody positive 
5 were pooled to obtain the purified matter. The yield 
was 34.4 mg as IgG. The product was adjusted in a 
protein content of about 1 mg/mf and was freeze- 
preserved. When measurement by the PHA method at 
this concentration was carried out, the agglutination 
10 antibody titer was found to be 60,000 times. 

Example 4 

Roughened surface glass beads (diameter: about 
5 mm) were placed in a 2% acetone solution of 3- 
aminopropyltriethoxysilane, stirred at room temperature 

15 for 30 minutes and washed by PBS. Next, a 10% PBS 

solution of glutar aldehyde was added and the mixture 
was stirred at room temperature for 3 hours and then 
washed by PBS. 12.5 ug/m/ of the purified monoclonal 
anditbody obtained in Example 3 was added to the result- 

20 ing aldehyde glass beads, left standing at 4°C for a 

night, again washed with PBS and thereafter stored in 
a 5% BSA solution (containing 0.1% NaN^) at 4°C. 

The product obtained in this Example was glass 
beads that were surface-coated with the monoclonal 

25 antibody and could be used as a diagnostic reagent 



03.9 



10 



20 



0092249 



utilizing the antibody sandwich method. 

Example 5 
125 

I-Na of 0.5 mCi and 0.29 mf of a 0.05M 
phosphate buffered saline (pH 7.5) were added to 10 uf 
of the purified monoclonal antibody (protein con- 
tent of 1 mg/mf) obtained in Example 3, and 2 uf of a 
solution obtained by dissolving chloramine T in dis- 
tilled water at a rate of 2.5 mg/mf was further added. 
The mixture was stirred at 4°C for 5 minutes. 
Next, a solution prepared by dissolving sodium meta- 
bisulfite in distilled water at a rate of 2.5 mg/mf 
was added to stop the reaction. An 125 I-labelled 
substance was immediately isolated from free 125 I by 
centrifugal gel filtration using Biogel P-10. The 
15 specific activity of the resulting 125 I-labelled 

substance was found to be approximately 10 to 20 uCi/ug. 
125 

This I-labelled substance was used as a diagnostic 
reagent utilizing the RIA method. 
Example 6 

The purified monoclonal antibody obtained in Ex- 
ample 3 was concentrated in 5 - 10 mg/mf and 0.3 mf of 
alkali phosphates (5 mg/mf) was added to and stirred 
with 0.1 to 0.2 mf of the concentrate. Nest # 50 fif 
of a 2.5% glutaraldehyde solution was added, followed 
25 by stirring at room temperature for 30 minutes. The 
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* 

solution was dialyzed by a Tris-HCf buffer (pH 8.0) ^ 
for a day and night, and centrifuged at 2,000 r.p.ra. 
for 10 minutes. The supernatant was used as an 
enzyme- linked antibody for a diagnostic reagent 
5 utilizing the EIA method. 
Example 7 

Sheep blood was charged in a centrifugal tube 
and centrifugation was repeated five times at 2,000 
r.p.m. for 10 minutes using a saline to wash the 
10 erythrocytes. A phosphate buffered saline of pH 7.5 
and 0.15M was added to the erythrocytes in a 5% con- 
centration. One-fifth by volume of a glutaraldehyde 
solution prepared in a 2.5% concentration using the 
same phosphate buffered saline was added to a sus- 

/ 

15 pension of the above-mentioned erythrocytes , and the 

mixture was reacted under stirring at room temperature 
for about 5 hours to fix the erythrocytes. Next, this 
solution was . centrifuged to obtain fixed erythrocytes , 
which were washed several times by centrifugation 

20 using the saline. These fixed erythrocytes were then 
prepared in the form of a 5% suspension using the 
above-mentioned phosphate buffer and the same quantity 
of a tannic acid solution prepared in 5 mg/mf using 
the same phosphate buffered saline was added to the 

25 solution. The mixed solution was then stirred for 30 
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minutes, and centrifuged to obtain tannic acid- 
treated, fixed erythrocytes, which were further 
washed several times by centrifugation using the 
saline. The phosphate buffer was added to the tannic 
acid-treated, fixed erythrocytes, thereby forming 
a 5$ erythrocyte suspension. 

The erythrocyte suspension was mixed with the 
same quantity of a solution obtained by diluting the 
purified monoclonal antibody obtained in Example 3 
in a protein concentration of about 10 pg/m£ using 
the phosphate buffered saline, and was stirred at 
room temperature for 60 minutes to achieve sensiti- 
zation. The solution was centrifuged to obtain 
sensitized blood cells, which were then washed several 
times by centrifugation using the saline. A phosphate 
buffered saline containing 2% normal rabbit serum was 

* - ■ 

added to the resulting sensitized blood cells to ob- 
tain a 7% blood cell suspension. This sensitized 
blood cell suspension was used as a diagnostic reagent 
utilizing the R-PHA method. 
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CLAIMS 

* 

1. A non-A f non-B hepatitis-associated monoclonal 
3 antibody exhibiting a specific antigen-antibody reaction 
with a non-A, non-B hepatitis-associated antigen 
obtained by isolation and purification from non-A f 
5 non-B hepatitis autopsy liver and having the following 
physicochemical properties: 

molecular weight: 1,500,000 or more (gel filtration) 
sedimentation constant (10~ 13 ) : 51. 5S (ultra- 
centrifugal analysis) 
10 buoyant density (g/cm 5 ): 1.15^ 1-25 (in cesium 

chloride and in potassium bromide) 
particle diameter (run) : 26~ 37 

electrophoretic mobility: <r 2 - globulin region 

■ 

(in agarose gel) . 

ts 2. The non-A f non-B hepatitis-associated monoclo- 

nal antibody as defined in claim 1 wherein said 
monoclonal antibody is produced by in vivo or in vitro 
incubation of a hybridoma, said hybridoma being 
obtained by the steps of sensitizing an animal by said 

20 non-A , non-B hepatitis-associated antigen of claim 1, 
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collecting an antibody-producing cell from said animal, 
fusing said cell with a myeloma cell, selecting in an 
HAT medium , screening as regards the antibody produ- 
cibility and then carrying out cloning. 

3. The non-A, non-B hepatitis-associated monoclo- 
nal antibody as defined in claim 1 or 2 wherein said 
animal is a mouse. 

The non-A, non-B hepatitis-associated monoclo- 
nal antibody as defined in any of claims 1 through 3 
wherein said antibody-producing cell is a pulpar cell. 

5- The non-A t non-B hepatitis-associated monoclo- 
nal antibody as defined in any of claims 1 through 4 
wherein said meyloma cell is that of a mouse. 

6. The non-A , non-B hepatitis-associated monoclo- 
nal antibody as defined in any of claims 1 through 5 
wherein said cell fusion is effected using polyethylene 
glycol as a fusing agent* 

7. The non-A , non-B hepatitis-associated monoclo- 
nal antibody as defined in any of claims 1 through 6 
wherein said cloning is effected by limiting dilution. 

8. The non-A , non-B hepatitis-associated monoclo- 
nal antibody as defined in any of claims 2 through 7 
wherein said non-A, non-B hepatitis-associated 
monoclonal antibody is provided in the form of an incu- 
bation supernatant of said hybridoma defined in any of 
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* 

claims 2 through 7. 

9. The non-A, non-B hepatitis-associated monoclo- 
nal antibody as defined in any of claims 2 through 7 
wherein said non-A, non-B hepatitis-associated monoclo- 
nal antibody is provided in the form of an ascitic 
serum obtained by dosing an animal having a suitable 
tissue with said hybridoma defined in any of claims 2 
through 7. 

10. A diagnositic reagent for non-A, non-B 
hepatitis, containing, as its essential ingredient, 

a non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody 
exhibiting a specific antigen-antibody reaction with 
a non-A, non-3 hepatitis-associated antigen obtained 
by isolation and purification from non-A, non-B 
hepatitis autopsy liver and having the following 
physicochemical properties: 

molecular weight: 1,500, OCX) or more (gel filtra- 
tion) 

sedimentation constant ( 10~ 13 ) : 51 . 53 (ultra- 
centrifugal analysis) 
buoyant density (g/cm 3 ) : 1.15^1.25 (in cesium 

* 

chloride and in potassium bromide) 
particle diameter (nm): 26-37 
electrophoretic mobility: a 2 - globulin region 

(in agarose gel) . 
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* 

11. The diagnostic reagent for non-A, non-B 
hepatitis as defined in claim 10 wherein said diagnostic 
reagent utilizes the reverse passive hemagglutination 
method.. 

S 12, The diagnostic reagent for non-A, non-B 

hepatitis as defined in claim 11 wherein said reverse 
passive hemagglutination method uses sheep sensitized 
erythrocytes . 

13. The diagnostic reagent for non-A, non-B 

10 hepatitis as defined in claim 10 wherein said diagnostic 
reagent uses the antibody sandwichmethod. 

14. Th6 diagnostic reagent for non-A, non-B 
hepatitis as defined in claim 13 wherein said antibody 
sandwich method uses sensitized glass beads and an 

15 125 I -labelled antibody. 

15. The diagnostic reagent for non-A, non-B 
hepatitis as defined in claim 13 wherein said antibody 
sandwich method uses a sensitized solid phase and an 
alkali phosphatase-labelled antibody. 
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Description 

This invention relates to non-A, non-B, hepatitis-associated monoclonal antibody, and a culture 
composition and a diagnostic reagent containing the same. 

5 The existence of viral heptatis of types A and B is known and an antigen-antibody system associated 
with these types of hepatitis has also been clarified. I mm unosero logical diagnosis using such systems has 
become possible and development and introduction of vaccines have been accomplished. 

In the course of research, however, the existence of viral hepatitis which belongs neither to type A 
hepatitis nor to type B hepatitis, has become known and the frequency of occurrence thereof has been 

to higher than expected. Type non-A, non-B heptatltis accounts for more than 80% up to 90% of 
post-transfusion hepatitis and It has been reported that type non-A, non-B hepatitis also accounts for about 
50% of sporadic acute hepatitis. It has been established that even among normal blood donors, a 
considerable number of donors carry the non-A, non-B hepatitis virus. The following literature references 
set forth the state of the art pertaining to non-A, non-B hepatitis: 

15 1) Prince, A.M. et a!.: Long-incubation post-transfusion hepatitis without serological evidence of 
exposure to hepatitis*B virus, lancet II: 241*246, 1974. 

2) Alter, HJ. et al.: Clinical and serological analysis of transfusion-associated hepatitis. Lancet II: 
838—841, 1975. 

3) Feinstone, S.M. et al.: Transfusion-associated hepatitis not due to viral hepatitis type A or B. N. Engl. 
20 J. Med. 292 767—770, 1975. 

4) Meyers, J.D. et al.: Parenterally transmitted non-A, non-B hepatitis, Ann. Intern. Med. 87: 57—59, 
1977. 
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The term "non-A, non-B hepatitis" used herein refers to those kinds of hepatitis which are believed to 
occur because of infection with virus(es) other than the previously known viruses, such as, type A hepatitis 

30 virus, type B hepatitis virus, cytomegalovirus, Epstein-Barr virus and the like, which non-A, non-B hepatitis 
viruses participate in the disease as pathogens, and which do not exhibit a significant rise for HAV 
anti-body, anti-HBs, anti-HBc and/or antf-HBe. Accordingly, non-A, non-B patients can be defined as those 
who suffer from hepatitis resulting from infection by hepatitis viruses, but who are negative in both the 
type A hepatitis diagnosis and the type B hepatitis diagnosis, and are therefore excluded from having either 

38 type A hepatitis or type B hepatitis. Generally, in comparison with type B hepatitis, the average incubation 
period from transfusion until outbreak, for non-A, non-B hepatitis, is short and the maximal value of GPT is 
also low. However, non-A, non-B hepatitis has a longer duration so that the GPT abnormality, for example, 
becomes chronic and lasts longer. In any case, non-A, non-B hepatitis accounts for the major proportion of 
post-transfusion hepatitis. Liver diseases caused by the non-A, non-B hepatitis virus(es) include a variety of 

40 diseases such as liver cirrhosis, hepatocellular carcinoma, and the like. Accordingly, proper counter- 
measures must be devised as soon as possible. 

Under these circumstances, some of the inventors of the present invention attempted to isolate, as a 
separate entity, a non-A, non-B hepatitis-associated antigen which is general as well as specific to non-A, 
. non-B hepatitis, and succeeded in obtaining the contemplated substance by isolation and purification from 

46 non-A, non-B hepatitis autopy liver. The result of this attempt was filed for patent as Japanese Patent 
Application No. 83736/1981 & EP-nA-66296. They further attempted to prepare a non-A, non-B 
hepatitis-associated antibody by immunological techniques using this substance and the fruit of this 
attempt was filed for patent as Japanese Patent Application No. 97425/1981 & EP A 68465. 

The inventions disclose In these patent applications can be deemed extremely significant In that they 

so make it possible for the first time to directly diagnoze non-A, non-B hepatitis. However, when the 
production method of these inventions is practised, the amount of the substance obtained thereby Is 
extremely small so that difficult problems are yet to be solved for putting the substance into practical 
application. Especially because large quantities of a non-A, non-B hepatitis-associated antibody is expected 
to be consumed not only for the diagnosis but also for the remedy of non-A, non-B hepatitis, it is necessary 

55 to obtain large quantities of the antibody by culture, for example. Since the non-A, non-B hepatitis- 
associated anti-body of the prior inventions is immunologically prepared using the antigen molecules 
having a plurality of antigenic determinants, it is given as a mixture of antibodies corresponding to these 
determinants. Accordingly, there is a likelihood that the mixture reacts not only with the non-A, non-B 
hepatitis-associated antigenic determinants but also with other antigenic determinants. To further Improve 

60 the usefulness as the diagnostic reagent, therefore, it is necessary that the antibody be prepared as one that 
specifically couples with one of the antigenic determinants of the non-A, non-B hepatitis-associated 
antigen molecules. 

With the background described above, the inventors of the present invention attempted to obtain a 
non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody applying the cell fusion techniques disclosed by 
. 65 K6hler and Milstein in "Nature", 255, 495-497 (1975). As a result, we succeeded in obtaining a novel 
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hybridoma and its culture composition which continuously produces the monoclonal antibody. The cell 
fusion technique allows the continuous production of a more homogeneous or so-called "monoclonal" 
antibody through the culture of fused cells; the general concept of its production method is already well 
known in the art. However, the resulting monoclonal antibody of the present invention is a novel substance 

5 and exhibits an antigen-antibody reaction specific to the non-A, non-6 hepatitis-associated antigen. 
Accordingly, the antibody of the present invention makes it possible to specifically detect and determine 
the non-A, non-B hepatitis-associated antigen through the antibody sandwich method and to specifically 
detect and determine also the non-A, non-B hepatitis-associated antibody through the antigen inhibition 
method. In other words, the antibody of the present invention can provide a diagnostic reagent having a 

to high sensitivity. The antibody of the present invention can be produced In large amount and has a high 
titer. In other words, the antibody having high titer can be produced in large quantities in ascites by the in 
vivo culture of a hybridoma producing the antibody of the present Invention, especially by the 
intraperitoneal culture of the hybridoma. 

As described above, the monoclonal antibody in accordance with the present invention is not only a 

is novel substance but also immunologically specific to the non-A, non-B hepatitis-associated antigen. Hence, 
the inventive progress of the present invention resides in that it can provide a diagnostic reagent capable of 
determining the non-A, non-B hepatitis-associated antigen and the non-A, non-B hepatitis-associated 
antibody with a high level of sensitivity, that it can be produced In large amount and that it has a high titre. 

20 Brief description of the attached drawings 

Rgure 1 is a drawing which corresponds to Figure 1 described in the item "Results" in Experimental 
Example 1 and is a schematic diagram showing the formation of the precipitin lines in accordance with the 
mlcro-Ouchterion/s test; 

Rgure 2 is a drawing which corresponds to Figure 2 described in the item "Results" In Experimental 
25 Example 2 and is a diagram showing the relationship between the antigen concentration and cpm in the 
antibody sandwich method; and 

Rgure 3 is a drawing which corresponds to Rgure 3_ described in the item "Results" in Experimental 
Example 3 and is a diagram showing the relationship between the serum dilution and the antigen inhibition 
ratio in the RIA inhibition method. 
30 Now, the construction of the present invention will be described. 

As disclosed In detail in the aforementioned Japanese Patent Application No. 83736/1981, the non-A, 
non-B hepatitis-associated antigen in the present invention can be obtained from the hepatitis autopsy liver 
of non-A, non-B hepatitis patients, as the starting material, by a suitable combination of conventional 
protein fractionation methods, such as density gradient centrifugation, salting out electrophoresis, gel 
38 filtration, affinity chromatography, isoelectrofocusfng, ultra-filtration, Cohn'a fractionation, and so forth. In 
a preferred embodiment of the invention, the autopsy liver homogenate supernatant is first subjected to 
column chromatography using Sephacryl* S-200 and the resulting antigen positive fraction is subjected to 
ultrafiltration for the purpose of vacuum concentration. Then ultracentrifugation and dialysis are finally 
carried out It is preferred to carry out ultracentrifugation once or several times by using successively both 
40 sucrose density gradient centrifugation and cesium chloride density gradient centrifugation. The purified 
matter thus obtained shows a clear precipitin line with serum of the convalescent phase from a non-A, 
non-B hepatitis patient by agarose gel diffusion, and it is confirmed that the precipitin line completely 
merges with that in the autopsy liver homogenate supernatant before purification. 

The antigen has the following physicochemical properties. It has a molecular weight of at least 
45 1,500,000 as determined by a gel filtration method. The sedimentation constant (10~ 13 ) is 51.5S when 
measured with a Beckmann Model E uttracentrtfuge. The buoyant density (g/cm 3 ) in a cesium chloride or 
potassium bromide solution Is 1.15 to 1.25 when measured with an Abbe's refractometer. The particle size 
(nm) ranges from 26 to 37 (31.5 on the average) under electron microscope observation. The 
electrophoretic mobility Is in the a*— a t globulin range when determined by Immunoelectrophoresis. 
$o The antigen has the following immunological properties. 

Rrst the antigen undergoes a precipitation reaction in an agarose gel with the serum of a convalescent 
phase from non-A, non-B hepatitis patients and with that of multiply-transfused hemophilia patients. 
Sheep erythrocytes sensitized by the antigen exhibit specific and highly sensitive passive 
hemagglutination with the serum of a convalescent phase from non-A, non-B hepatitis patients. On the 
55 other hand, the antigen does not react with HAV antibody, anti-HBs, anti-HBc, anti-HBe, anti-5, HC 
antibody, HB antibody, Araf antibody, F antibody, normal human liver supernatant antibody and various 
normal human plasma antibodies. Accordingly, this antigen is found to be a specific antigen associated 
with non-A, non-B hepatitis as well as general to non-A, non-B hepatitis. 

An immunized antibody to this antigen can be produced by repeatedly dosing immunized rabbits with 
ff 0 the antigen together with a suitable adjuvant such as Freund's complete adjuvant This object can be 
accomplished, for example, by subcutaneously injecting BALB/C mice as the immunized animal with the 
antigen in an amount of 1 to 20 tig/animal for the first dose and after the passage of 90 to 120 days, injecting 
intravenously the animals with the antigen in an amount of 1 to 20 jig/animal without the adjuvant for the 
second dose. In the examples below, the antigen is dissolved in a phosphate-buffered saline (PBS) in 85 
55 pg/ml, and 2 ml of the Freund's complete adjuvant is added to 0.2 ml of this saline. The first subcutaneous 



3 



0 092 249 

injection is made to the BALB/C mice and, after the passage of 100 days, the intraveneous injection of the 
same amount of the antigen solution is made. 

Next, the antibody-producing cells are collected from the immunized animal. It is generally convenient 
to use the pulpar cells. For example, the spleen of the BALB/C mouse is enucleated after the passage of 
5 three days from the second dose and is then mulled into pieces in an RPMI-1640 medium and the resulting 
suspension is washed thrice by centrifugation and decanting inside the RP Ml- 1630 medium. The cell pellet 
is again suspended in the RPMI-1640 medium for the purpose of adjustment 

The myeloma cell type P3-NSl/1-Ag4-1 used for cell fusion is derived from the BALB/C mouse MOPC21, 
as disclosed by Kdhler et al. in "Eur. J. Immunol." Vol. 6 (1976), 292—295, for example. This will be 
io hereinafter referred to as the "myeloma cell NS-1 ". The cells of this kind are resistant to 8-azaguanine and 
since they lack enzyme hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase, they extinguish in a medium 
containing hypoxanthine-aminopterinthymidine (HAT medium). 

Subculture is effected in an RPMI-1640 medium supplemented with 20 ug/ml of 8-azaguanine and 10% 
v/v of fetal calf serum and the medium is replaced within 4 days. Selection and cloning by the HAT medium 
15 after fusion are effected in an RPMI-1640 medium supplemented with 15% v/v fetal calf serum. 

Polyethylene glycol having an average molecular weight of about 1,000 to about 6,000 is generally 
used as the fusing agent for cell fusion and polyethylene glycol 1500 is reported to exhibit the highest 
efficiency. The optimal density is preferably from 40 to 50% w/v depending upon the molecular weight of 
polyethylene glycol. If polyethylene glycol 1500 is used, for example, 1 ml per gram of the glycol of an 
20 RPMM640 not containing any fetal calf serum is dissolved therein and the solution is heated to 37°C at the 
time of use. Cell fusion is effected in the following manner. 

First the antibody-producing cells such as pulpar cells and myeloma NS-1 described above are 
washed with the RPMI-1640 not containing any fetal calf serum and are then mixed in a mixing ratio of 4: 1 
to 10:1 between the former and the latter in terms of the number of cells. 800 g of the mixture is centrifuged 
25 for 5 minutes to form a pellet and the medium is completely removed by decantatlon. The fusing agent 
heated to 37°C is then added dropwise with stirring at a rate of 1 ml per about 1 to 2x10* cells. While stirring 
is being continued, 10 ml of the serum-free medium is gradually added in the course of 5 to 10 minutes, for 
example, and 400 g is finally centrifuged for 5 minutes to remove polyethylene glycol. The residue is 
suspended again in 20 to 200 ml of RPMI-1640 containing 15% v/v fetal calf serum to complete the fusion. 
30 Next isolation from the parent cell can be effected by incubation in the HAT medium in the following 
manner (HAT selection). First, 0.2 ml of the suspension described above (number of cells: 10 5 to 10 e ) is 
placed in each hole of a tissue culture plate having 96 holes. The half of the medium is replaced by the HAT 
medium every two to four days. From 14th days onward, the replacement of the medium is made at least 
twice by an HT medium, followed then by an RPMI medium. 
35 In this HAT selection, the parent cells are extinguished and only the fused cells remain. Next only the 
cells that produce the intended non-A, non-B hepatitis-associated antibody are screened from the residual 
fused cells while checking, is made whether or not the Intended antibody is being produced, by a suitable 
method such as a passive hemagglutination process (PHA process). In the examples below, the antibody 
producibility is judged positive if the agglutation titer is at least four times as much when measured bv the 
40 PHA process. 

Next the antibody positive fused cells are fractionated and incubated by a suitable method to prepare 
a monoclone cell strain originating from single cells. This procedure Is referred to as "cloning" and the 
cloning method is preferably a limiting dilution method as described below. 

That is, the cell suspension is diluted to a concentration of 15 cells/ml using an RPMI-1640 medium 
45 which is supplemented with fetal calf serum and with thymocyte of the BALB/C mouse as the feeder The 
suspension is placed in a tissue culture plate having 96 holes at a rate of 0.2 ml (3 cells/hole) and the 
antibody producibility of the incubation supernatant of the hole or holes in which cell multiplication is 
observed is checked in the same way as screening. 

This cloning operation by limiting dilution is repeated three times in all at a rate of one cell/hole 

50 « i rlTl f d : eSCri f! e ? in 4,16 examp,es De,ow ' 106 reaults obtained by the procedures ranging from the 
finish of the fusion till the end of the cloning are as follows. Among 315 holes of the tissue culture plates 
uuS-r Incubation is first made after fusion, 150 holes show the presence of the cells in 

the HAT mediums. Among these 150 holes, 16 holes contain the cells having an antibody producibility 
From these holes, monoclonal cell strains of 14 clones are finally obtained by the cloning operation 

55 described above. 

The monoclonal antibody in the incubation supernatant obtained by in vitro incubation of these strain* 
is precipitated by an ammonium sulfate process, and is dialyzed by PBS. By performing analysis for 
immunoglobulin by the micro-Ouchterlony's test (MO), the presence of l e G1 or LM was confirmed. 

The positive hybndoma that is monocloned by cloning can be multiplied by in vitro or in vivo 
50 incubation in the following manner. 

In vitro incubation is a method which can afford a pure monoclonal antibody not containing other 
immunoglobulins. This can be effected by incubating the positive hybridoma in accordance with the 
present invention in a suitable nutrient medium such as an RPMI-1640 which is supplemented with fetal 
calf serum. 

5 5 In vivo incubation is a method which results In slight contemination with other immunoglobulins but 
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can produce large quantities of monoclonal antibody. This method can be practiced in the following 
manner. Pristane (2,6,1 0,1 4-tetramethylpentadecane) is abdominally administered in advance to a BALB/C 
mouse and, after the passage of at least two days, the positive hybridoma in accordance with the present 
invention is abdominally administered so as to multiply and fix the antibody as the ascites tumor inside the 
5 body of the mouse. After incubation, ascitic and/or blood serums are collected and subjected to 
isolation-purification procedures such as salting out, chromatography and the like, to provide the 
monoclonal antibody of the present ivention. For example, as will be illustrated below in the examples, 0.5 
ml of pristane is abdominally administered to a BALB/C mouse and, after 2 to 30 days, 2—4X10 6 positive 
hybridomas are abdominally administered. Two to three weeks later, ascitic serum is collected and an 
to antibody activity specific to the non-A, non-B hepatitis-associated antigen is confirmed by the PHA and MO 
methods. The immunoglobulin is then fractionated by chromatography using Sephacryl* S-200 and the 
positive fraction is confirmed by the PHA method and is then pooled. 

As will be Illustrated later in the examples, the monoclonal antibody of the present invention exhibits a 
specific antigen-antibody reaction with the non-A, non-B hepatitis-associated antigen. This is the property 
is that characterizes the antibody of the present invention. By utilizing this property, there can be provided a 
diagnostic reagent which can extremely sensitively detect and determine the non-A, non-B hepatitis- 
associated antigen as well as the non-A, non-B hepatitis-associated antibody, as will be also illustrated in 
the examples. The diagnostic reagent obtained thereby contains the monoclonal antibody of the present 
Invention as the essential and principal component 

20 The diagnostic reagent of the present invention may utilize any immunological test methods using the 
antibody of the present invention and can be suitably prepared in accordance with the immunological test 
methods to be employed. When a method such as micro-Ouchterlon/s test (MO), Immunoelectrophoresis 
(IES, IEP), complement fixation (CF), immune adherence hemagglutination (IAHA) or single radial 
immunodiffusion (SRID) is used, the antibody of the present invention may be used as such in a suitable 

2s preparation. When, for example, the single radial immunodiffusion method is used, a suitable support is 
first selected from the group consisting of agar, agarose, starch, and polyacrylamide gel, and the support is 
heat?dissotved in a buffer. Then the antibody of the present invention is added thereto and the resulting 
solution Is caused to flow onto a glass plate or charged into a plastic container and then cooled to effect 
solidification. Finally a hole for charging the serum to be tested is bored on the solidified gel plate. 

30 When the reverse passive hemagglutination (R-PHA) method, the radioimmunoassay (RIA) method, 
the enzyme-linked antibody (EIA) method are used as the test method, the antibody of the present 
invention may be used in the form of a suitable combined body. When the reverse hemagglutination 
(R-PHA) method is used, for example, the antibody of the present invention is combined with fine carrier 
particles. The erythrocytes of memmals or birds are preferred as the fine carrier particles but others such as 

35 polystyrene latex, polyester latex, vinyl chloride, bentonfte, glass beads, may also be used. The antibody of 
the present invention can be combined with these fine carrier particles by use of glutaraldehyde, 
formaldehyde, tannic acid, bisdiazotized benzidine, chromium chloride or carbodiimide. 

When the radioimmunoassay (RIA) method Is used, the antibody of the present invention must be 
labelled with an isotope. 1M I and 131 l can be used as the isotope and can be combined with the antibody of 

40- the present invention by the chloramine T method. 

When the enzyme-linked, immunoadsorbent (EUSA) method is used, the antibody of the present 
Invention must be combined with an enzyme. Examples of such enzymes are glucose oxidase, alkali 
phosphatase, peroxidase or 0-galactosidase. Glutaraldehyde can be used as the coupling agent for this 
purpose. 

45 The diagnostic reagent of the present invention can be used not only for the diagnosis of non-A, non-B 
hepatitis but also as an experimental detection or determination reagent for non-A, non-B hepatitis- 
associated antigen as well as for one-A, non-B hepatitis-associated antibody. For this reason, the term 
"diagnostic reagent" in the present invention should not be interpreted too narrowly but be interpreted to 
embrace these reagents. 

so The following experimental examples will illustrate the usefulness of the monoclonal antibody and 
reagent of the present invention. 

Experimental Example 1 
Samples: 

55 (a) Non-A, non-B hepatitis-associated antigen obtained by Isolation and purification from non-A, non-B 
hepatitis autopsy liver and having the following physlcochemical properties (hereainafter referred to as 
"AN-6520"): 

molecular weight: 1,500,000 or more (gel filtration) sedimentation constant (10' n ): 51 5S 
(uftracentrifugal analysis) 

so buoyant density (g/cm 3 ): 1.15—1.25 (In cesium chloride and in potassium bromide) 
particle diameter (nm): 26— 37 

electrophoretic mobility: a*— a, globulin region (in agarose gel). 

(b) serum of non-A, non-B hepatitis patients (antibody positive against AN-6520) 

(c) purified antibody from the serum of the immunized rabbit described in the item "Preparation of 
55 Purified Antibody" in Example 1-0); hereinafter referred to as "AN-6520 antibody". 
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(d) ascitic serum obtained in Example 2 and produced from the hybridoma AT-F-1 obtained in Example 

1. 

(e) ascitic serum obtained in Example 2 and produced from the hybridoma AT-F-3 obtained in Example 

1. 

5 

Method: 

0.8% (w/v) of Agarose 0 A-45 (Nakarai Kagaku), 0.02M EDTA-3Na, 0.1M sodium chloride and 0.1% 
NaN 3 were dissolved in a Tris-HCI buffer {0.01 M, pH 7.5) to prepare a 1.5 mm-thtcfc agarose gel plate. A 
detection test was carried out for each sample (a) through (e) in accordance with the micro-Ouchterlon/s 
jo method. 

Results: 

The results are shown in Figure 1, which is a schematic view showing the state of occurrence of 
precipitin lines generated by the reaction inside the agarose gel. Round frames a through e represent 

rs arrangements of areas in which the corresponding samples are spotted. It can be observed from Figure 1 
that the monoclonal antibody of the present invention in the ascitic serum forms clear precipitin lines with 
the antigen AN-6520 and that each of the precipitin lines merges with those formed between AN-6520 and 
the AN-6020 antibodies from the serum of non-A, non-B hepatitis patients and from that of the immunized 
rabbit It can be thus understood that the monoclonal antibody of the present invention exhibits a specific 

20 antigen-antibody reaction with the non-A, non-B hepatitis-associated antigen and this specificity is peculiar 
to other non-A, non-B hepatitis-associated antibodies and has immunological identity. 

Experimental Example 2 

Roughened surface glass beads (diameter 5.0+0.2 mm) prepared in the manner which will be 
26 described in Example 2 and sensitized by the monoclonal antibody of the present invention were placed in 
a test tube and 100 pi each of AN-6520 solutions having varying concentrations were added. The mixtures 
were left standing at 40°C for 2 hours so as to sufficiently couple the antibody with the glass beads. The 
uncoupled protein was then washed three times with a 0.1% PBS solution of Tween 20. The monoclonal 
antibody, prepared in advance in the manner which will be described in Example 5 and labelled with 12S I, 
30 was diluted with 1 % BSA (containing 0.1 % NaN s ) to give a count of 1 x 10 9 cpm. 100 pi of this solution was 
added to the glass beads described above, and was left standing at 40°C for 1 hour. After washed three 
times with the 1% PBS solution of Tween 20, each sample was counted. 

Results: 

35 The results are shown in Figure 2. The count was 200 cpm oh the average when the concentration of 
AN-6520 was 0 ng/ml (control). The measured sensitivity of AN-6520 in the test method described above 
was found to be 0.75 ng/ml because the possiblrty of being antigen-positive was generally recognized when 
an S/N ratio was at least 2.1 (where S represents a cpm value of each sample and N does that of the 
control). In other words, the monoclonal antibody of the present invention mekes it possible to carry out 

40 the test having a sensitivity of as high as 0.75 ng/ml. 

Experimental Example 3 
Samples: 

Serums A and B collected from two non-A, non-B hepatitis patients were diluted in the multiples of 
45 dilution plotted on the abscissa of Rgure 3 to use as the samples. Serum N (number of samples: 4) that was 
antibody-negative and serum P (number of samples: 4) that showed an antibody titer of at least 32 times as 
high, when measured in advance by the PHA method, were used as the controls. 



so Method: 

* « A^ Gmm d ' lutr ° n was Prepaid by adding 40 ul of an RIA buffer (prepared by dissolving 1% BSA and 
aI'sJSS . 3 PBS ' to 10 Ml of each sam P |e - Separately, an antigen solution was prepared by dissolving 
AN-6520 in the RIA buffer in 200 ng/ml. 50 pi of each serum dilution and 50 pi of the antigen solution were 
placed in a test tube and left standing at 37°C for 60 minutes and at 4°C for day and night Glass beads that 

55 were prepared in accordance with the method of Example 4 were added to each test tube and left standing 
at 40°C for 2 hours. The content was washed three times with a 0.1% PBS solution of Tween 20 The 
solution was adjusted to a count of 1 x 10 8 cpm in the manner described in Experimental Example 2. After 
10 ul of an ^-labelled antibody solution was added, the mixture was left standing at 40°C for one hour and 
then washed three times with a 1% PBS solution of Tween 20. Each sample was thereafter counted. The 

$0 antigen inhibition ratio was calculated for each sample in accordance with the following formula- 



Rcpm-Scpm 

antigen inhibition ratio =1 00 x — 

65 Rcpm-Pcpm 

6 



0 092 249 



where Scpm is a count for the sample, and Rcpm and Pcpm are mean values of counts for the serums N 
and P, respectively. 

Separately, antibody titers of the serums A and 8 were measured by the PHA method. 

* 

s Results: 

The results are shown in Figure 3, which illustrates the relation between the multiples of dilution of the 
sample serum and the antigen inhibition ratio. Line marked by 0 refers to the serum A and line marked by 
0 refers to the serum B. The antibody titer was 16 times for the serum A and 8 times for the serum B when 
measured by the PHA method. 

10 Generally, a serum is recognized as antibody-positive when the antigen inhibition ratio exceeds 50%; 
hence, the serum A was recognized as antibody-positive up to a dilution of 160 times and the serum B up to 
a dilution of 80 times when measured by the measuring method described above. When measured by the 
PHA method, on the other hand, the limit was found to be 16 times for the serum A and 8 times for the 
serum B. Accordingly, the sensitivity was improved by about 10 times by the measuring method described 

75 above. It can be thus appreciated that the diagnostic reagent containing the monoclonal antibody of the 
present invention as its principal ingredient and utilizing the RIA method as the measuring method had 
high usefulness. 

Experimental Example 4 

20 The antigen inhibition ratios were determined for serums of various hepatitis patients in accordnce 
with the method described in the item "Method" in Experimental Example 3 and when the antigen 
inhibition ratios exceeded 70%, there were recognized as being antibody-positive. The results are 
illustrated In Table 1 for each pathogenic virus and disease. 



25 TABLE 1 



30 


Pathogenic 
virus 

Disease ^ s \ > 


Non-A, non-B 
type virus 


Type B 
virus 


Type A 
virus 


Viruses other 
than those 
described and 
non-virus 




acute 
hepatitis 




4/9 
(44.4) 


0/6 


073 

* 


0/3 


36 


chronic 
hepatitis 




S/16 
(31.3) 


0/11 




0/2 


40 


hepato- 
cirrhosis 




0/3 


0/5 






primary 
hepatoma 




0/2 








45 


metastatic 
hepatoma 










0/1 




total 




9/30 
(30) 


0/22 


0/3 


0/6 



50 

In this table, figures of the denominator represent the number of cases, those of the numerator 
represent the number of positive cases and those in parentheses represent the percentage of positive 
cases. From Table 1, ft can be appreciated that the diagnostic reagent of the present invention can 
specifically detect non-A, non-8 hepatitis. 

55 

Experimental Example 5 
Samples: 

Twelve hybridomas (12 kinds of hybridomas described in the column "Hybridoma" of Table 2 
producing the monoclonal antibody were selected for twelve clones having an agglutination antibody titer 

so of at least 4 times among the clones of Example 1 and intraperitoneal incubation was carried out in the 
manner described in Example 2. The resulting ascitic serums were used as the samples. The control was 
prepared in the following manner. Pulpar cells of a BALB/C mouse immunized to a Friend's leukemia virus 
and NS-1 were fused and the resulting hybridoma (listed as "A-12" in the column "Hybridoma" in Table 2) 
was intraperitoneally incubated in the manner described in Example 2 to obtain an ascitic serum 

55 (monoclonal antibody l g G). 
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Method: 

The following procedures (1) through (3) were carried out for each sample. 

(1) The antibody titer was determined by the PHA method described in Example 1. 

(2) The formation of precipitin lines was observed for samples of 10-fold and 1000-fold dilutions by the 
5 MO method described in the item "Method" in Example 1. 

(3) After each sample was diluted 1,000 times, the inhibition ratio for the added antigen was 
determined by the RIA method described in the Item "Method" in Experimental Example 1. 



Results:' 

io The results are illustrated in Table 2. In the description of the MO method, symbols have the following 
meaning: 

++: strongly positive 
+: positive 
is ±: weakly positive 
-: negative. 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



SO 



TABLE 2 



Hybridoma 
identifi- 
cation 


PHA - 
antibody 
titer 


Precipitin line by the 
MO method 

dilution dilution 
10x 10*x 


Antigen 
inhibition ratio 
by RIA method 


AT-F-1 


10* 


++ 




89% 


AT-F-2 


10« 


++ 


++ 


97% 


AT-F-3 


10 s 


++ 


+ 


92% 


AT-F-4 


10* 


++ 


+ 


>99.6% 


AT-F-5 


10 s 


++ 




57.5% 


AT-F-6 


10«— 10 7 


++ 


+ 


>99.5% 


AT-F-7 


10 s 


++ 


± 


98.5% 


AT-F-9 


10 s 


++ 




78.5% 


AT-MO 


10 6 


++ 


+ 


>99.5% 


AT-F-1 1 


10 e 


++ 




>99.5% 


AT-F-1 2 
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It can be appreciated from Table 2 that all of the monoclonal antibodies of the present invention have 
high titers. 

55 The present Invention will be described in more detail with reference to the following examples 
thereof. 

Example 1 

AN -6520 was dissolved in a phosphate buffered saline (PBS) to prepare 85 pig/ml of an antigen 
60 solution. 0.2 ml of the antigen solution and 0.2 ml of a Freund's complete adjuvant were mixed and 
subcutaneously dosed to BALB/C mice. 100 days later, 0.2 ml of the antigen solution was intravenously 
dosed to the same mice. Three days later, the spleen of each mouse was enucleated and was finely milled 
in an RPMM640 medium. The resulting cell suspension was washed three times in RPMM640 by 
centrifugal separation and was again suspended in RPMM640. 1.28X10 7 pulpar cells and 3.2x10 7 myeloma 
55 cells (NS-1) that were washed once in advance in RPMI-1640 were mixed and 800 g of the mixture was 
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centrifuged for 5 minutes to prepare a pellet and to remove the medium. 1 ml of a solution prepared by 
dissolving Polyethylene glycol-4000 (Nakarai Kagaku) in RPMI-1640 in 50% w/v was added dropwise to the 
pellet with stirring and 10 ml of RPMI-1640 was gradually added in the course of 5 to 10 minutes while 
stirring was continued. Finally, 400 g of the mixed solution was centrifuged for 5 minutes to remove 

5 polyethylene glycol and was suspended again in 64 ml of the RPMI-1640 medium containing 15% v/v of a 
fetal calf serum. Next 0.2 ml (number of cells: 5x10 s ) each of the suspension described above was placed 
In 315 holes of 96-hole tissue culture plates and the half of the incubation supernatant was replaced by an 
HAT medium (an RPMI-1640 medium to which 136.1 mg/ml of hypoxanthine, 1.76 mg/ml of aminopterin, 
38.75 mg/ml of thymidine and 15% v/v of the fetal calf serum were added) every two to three days from the 

ro next day (HAT selection). Ten days later, the presence of fused cells was observed in 150 holes out of 315 
holes. The incubation supernatant was screened in accordance with the PHA method and the holes having 
the agglutination antibody titer of at least 4 times were found to be 16 holes. 

Each positive cell of these 16 holes was diluted by the RPMI-1640 medium supplemented with 15% v/v 
of the fetal calf serum and with 3x10*/ml of the thymocites of the BALB/C mouse and 0.2 ml (number of 

is cells: 3) each of the dilution was placed in each hole of a 96-hole tissue culture plate for incubation. The 
incubation supernatant was screened in accordance with the PHA method as the cloning operation so as to 
select the antibody-producing cell strain (limiting dilution). This cloning operation was repeated twice for 
each antibody-positive celt at such a dilution ratio at which one cell was placed in one hole. Finally, 
antibody-producing fused cell strains of 14 clones could be obtained. The hybridomas for them were 

20 named AT-F-1 through AT-F-14, respectively. 

20 ml of a saturated ammonium sulfate solution was added to 20 ml of the incubation supernatant of 
each cell strain and the mixture was left standing at room temperature for one hour and was then 
centrifuged at 9,000 r.p.m. for 20 minutes. The resulting precipitate was dissolved again in 0.5 ml of PBS 
and was dialyzed by PBS for one day. The sub-classes of the immunoglobulin were determined for the 

25 resulting concentrated protein solution by the MO method and by the gel filtration method. It was found to 
be l fl G1 and l 9 M. Screening by the PHA method was carried out in the following manner. 

(1) Preparation of purified antigen: 

About 5 g of the autopsy liver of a non-A, non-B hepatitis patient was sliced and homogenized by 
30 adding 20 ml of Tris-HCI buffered saline (0.01 M, pH 7.5). Next, the solution was centrifuged at 1 0,000 r.p.m. 
for 20 minutes and the homogenate supernatant was collected to obtain a liver homogenate supernatant 
before isolation and purification. 

10 ml of the liver homogenate supernatant was charged in a column (2.6x90 cm) packed with 
Sephacryl S-200 (a product of Pharmacia) equilibrated in advance with a Tris-HCI buffered saline (0.01 M, 
35 pH 7.5), and was eluted by a Tris-HCI buffered saline (0.01 M, pH 7.5). A fraction corresponding to the first 
peak having an antigen activity was pooled by continuously monitoring the eluate with ultraviolet 
absorption at 280 nm. The antigen activity was determined by agar gel diffusion. The fraction thus collected 
was concentrated by ultrafiltration (PM-10, a product of Amicon Corporation. 

The resulting concentrate was subjected to elution in the same manner as described above but using 
40 Sephacryl S-300 (a product of Pharmacia) in place of the Sephacryl S-200, and was again concentrated bv 
ultrafiltration. 7 

5 ml of the resulting concentrate was subjected to sucrose density gradient centrifugation (24,000 
r.p.m., 16 hours). The density gradient ranged from 5 to 60% (w/v) and 10 ml each at 5%, 15%, 25% and 
35% and 5 ml each at 45% and 60% were obtained. The concentrate was added to the uppermost portion. 

45 After the treatment fractionation was carried out at a rate of 2.5 ml/tube and a fraction corresponding to a 
sucrose density of 25 to 40% and having an antigen activity was pooled. The fraction thus pooled was 
dialyzed by a Tris-HCI buffered saline (0.01 M, pH 7.5) and was concentrated by ultrafiltration (PM-10, a 
product of Amicon Corporation). 

Next, the resulting concentrate was subjected to cesium chloride equilibrated density gradient 

so centnfugation (40,000 ram, 20 hours). Samples of 4.5 ml each were prepared within the density gradient 
range of 1.00 to 1.50 g/cm 3 and the concentrate was added to the uppermost portion. After the treatment, 
fractionation was effected at a rate of 0.2 ml/tube from the upper tube layer and a fraction corresponding to 
cesium chloride density of 1.15 to 1.25 g/cm 3 and having an antigen activity was pooled. The specific 
gravity of each fraction was measured with an Abbe's ref ractometer and each fraction pooled was dialvzed 

ff5 by a Tris-HCI buffered saline (0.01 M, pH 7.5). 

The physicochemical properties of the substance contained in the resulting solutions are tabulated 
below and the substance was used as the purified antigen: 
molecular weight: 1,500,000 or more (gel filtration) 
sedimentation constant (10" 13 ): 51.5S (ultracentrlfugal analysis) 
60 buoyant density (g/cm 3 ): 1.15—1.25 (in cesium chloride and in potassium bromide) 
particle diameter (nm): 26—37 

electrophoretic mobility: Or- a, globulin region (in agarose gel). 

(2) Preparation of sensitized erythrocyte: 
6 s Sheep blood was charged in a centrifugal tube and centrifugation was repeated five times at 2,000 
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r.p.m. for 10 minutes using a saline to wash the erythrocytes. A phosphate buffered saline of pH 7,5 and 
0.1 5M was added to the erythrocytes in a 5% concentration. One-fifth by volume of a glutaraldehyde 
solution prepared in a 2.5% concentration using the same phosphate buffered saline was added to a 
suspension of the above-mentioned erythrocytes, and the mixture was reacted with stirring at room 

5 temperature for about 5 hours to fix the erythrocytes. Next, this solution was centrifuged to obtain fixed 
erythrocytes, which were washed several times by centrifugation using the saline. The fixed erythrocytes 
were then prepared in the form of a 5% suspension using the above phosphate buffer and the same 
quantity of a tannic add solution prepared in 5 mg/dl using the same phosphate buffered saline was added 
to the solution. The mixed solution was then stirred for 30 minutes, and centrifuged to obtain tannic 

to acid-treated, fixed erythrocytes, which were further washed several times by centrifugation using a saline. 
The phosphate buffer was added to the tannic acid-treated, fixed erythrocytes, thereby forming a 5% 
erythrocyte suspension. 

The erythrocyte suspension was mixed with the same quantity of a solution obtained by preparing the 
solution of the purified antigen in a protein concentration of about 10 ug/ml (antibody dilution ratio 1:20) 
is using the phosphate buffered saline, and was stirred at room temperature for 60 minutes to achieve 
sensitization. The solution was centrifuged to obtain sensitized blood cells, which were washed several 
times by centrifugation using the saline. A phosphate buffered saline containing 2% normal rabbit serum 
was added to the resulting sensitized blood cells to obtain a 7% blood cell suspension. This sensitized 
blood cell suspension was used as a diagnostic reagent in accordance with the PHA method 

20 

(3) Method: 

25 |il of a phosphate buffered saline (0.1 5M, pH 7.5) containing 2% normal rabbit serum was added 
dropwise into a microtitration plate (V-type) made of acryl resin and the test serum was diluted by 2° times 
in two series. 25 pj of a phosphate buffered saline (0.1 5M, pH 7.5) containing 2% normal rabbit serum was 
25 added to one of the series while 25 pi of a 100-fold dilution of the purified antigen was added to the other. 
After incubation at 37°C for 30 minutes, the sensitized blood cells were added and the plate was further 
Incubated at room temperature for 2 hours to confirm the occurrence of agglutination* The anti-body titer 
was expressed as the reciprocal of the highest dilution of the sample that showed hemagglutination of the 
purified antigen. 

30 

Example 2 

0.5 ml of pristane (2,6,1 0,1 4-tetramethylpentadecane) was intraperitoneally dosed to a BALB/C mouse 
and 2 to 30 days later, the antibody-producing strain (corresponding to the cell number of 2— 4x10 s ) 
obtained in Example 1 was intraperitoneally dosed to the same mouse. Two to three weeks later, the ascitic 
35 serum was collected. When measured by the PHA method, it was found to have an agglutination antibody 
titer of about 10 s — 10 7 . The ascitic serum was a nutrient composition containing the monoclonal antibody 
of the present invention. 

Example 3 

40 2 ml of the ascitic serum obtained in Example 2 was charged In a Sephacryl S-200 column (26x36 cm) 
and was fractionated in 5 ml fractions using an eluent prepared by adding 0.01 5M sodium chloride, 0.002M 
of EDTA-3Na and 0.1% NaN 3 to a 0.01 M Tris-HCI buffer (pH 7.5). Each fraction was screened by the PHA 
method and fractions that were antibody positive were pooled to obtain the purified matter. The yield was 
34.4 mg as IgG. The product was adjusted in a protein content of about 1 mg/ml and was f reeze-preserved. 

45 When measurement by the PHA method at this concentration was carried out, the agglutination antibody 
titer was found to be 60,000 times. 



Example 4 

so Roughened surface glass beads (diameter: about 5 mm) were placed In a 2% acetone solution of 
3-aminopropyttriethoxysilane, stirred at room temperature for 30 minutes and washed by PBS. Next a 1 0% 
PBS solution of glutaraldehyde was added and the mixture was stirred at room temperature for 3 hours and 
then washed by PBS. 12.5 ug/ml of the purified monoclonal antibody obtained in Example 3 was added to 
the resulting aldehyde glass beads, left standing at 4°C for a night, again washed with PBS and thereafter 

55 stored in a 5% BSA solution (containing 0.1% NaN,) at 4°C. 

The product obtained in this Example was glass beads that were surface-coated with the monoclonal 
antibody and could be used as a diagnostic reagent utilizing the antibody sandwich method. 

Example 5 

60 125 l-Na of 0.5 mCi (1.85 * 10 7 S" 1 ) and 0.29 ml of a 0.05M phosphate buffered saline (pH 7.5) were added 
to 10 til of the purified monoclonal antibody (protein content of 1 mg/ml) obtained in Example 3, and 2 \x\ of 
a solution obtained by dissolving chloramine T in distilled water at a rate of 2.5 mg/ml was further added. 
The mixture was stirred at 4°C for 5 minutes. Next, a solution prepared by dissolving sodium metabisulfite 
in distilled water at a rate of 2.5 mg/ml was added to stop the reaction. An 12a l-labelled substance was 

6S immediately isolated from free 12a l by centrifugal gel filtration using Biogel* P-10. The specific activity of 
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the resulting '"(-labelled substance was found to be approximately 10 to 20 uCI/ug (3.7—7.4 • 10 S"7ug). 
This 128 l-labelled substance was used as a diagnostic reagent utilizing the RIA method. 

Example 6 

5 The purified monoclonal antibody obtained in Example 3 was concentrated in 5—10 mg/ml and 0.3 ml 
of alkali phosphates (5 mg/ml) was added to and stirred with 0.1 to 0.2 ml of the concentrate. Next, 50 pi of a 
2.5% glutaraldehyde solution was added, followed by stirring at room temperature for 30 minutes. The 
solution was dialyzed by a Tris-HCI buffer (pH 8.0) for a day and night, and centrifuged at 2,000 r.p.m. for 10 
minutes. The supernatant was used as an enzyme-linked antibody for a diagnostic reagent utilizing the EIA 

w method. 

Example 7 

Sheep blood was charged in a centrifugal tube and centrifugation was repeated five times at 2,000 
r.p.m. for 10 minutes using a saline to wash the erythrocytes. A phosphate buffered saline of pH 7.5 and 

is 0.1 5M was added to the erythrocytes in a 5% concentration. One-fifth by volume of a glutaraldehyde 
solution prepared in a 2.5% concentration using the same phosphate buffered saline was added to a 
suspension of the above-mentioned erythrocytes, and the mixture was reacted under stirring at room 
temperature for about 5 hours to fix the erythrocytes. Next, this solution was centrifuged to obtain fixed 
erythrocytes, which were washed several times by centrifugation using the saline. These fixed erythrocytes 

20 were then prepared in the form of a 5% suspension using the above-mentioned phosphate buffer and the 
same quantity of a tannic acid solution prepared In 5 mg/ml using the same phosphate buffered saline was 
added to the solution. The mixed solution was then stirred for 30 minutes, and centrifuged to obtain tannic 
acid-treated, fixed erythrocytes, which were further washed several times by centrifugation using the 
saline. The phosphate buffer was added to the tannic acid-treated, fixed erythrocytes, thereby forming a 

25 5% erythrocyte suspension. 

The erythrocyte suspension was mixed with the same quantity of a solution obtained by diluting the 
purified monoclonal antibody obtained in Example 3 in a protein concentration of about 10 ng/ml using the 
phosphate buffered saline, and was stirred at room temperature for 60 minutes to achieve sensitization. 
The solution was centrifuged to obtain sensitized blood cells, which were then washed several times by • 

30 centrifugation using the saline. A phosphate buffered saline containing 2% normal rabbit serum was added 
to the resulting sensitized blood cells to obtain a 7% blood cell suspension. This sensitized blood cell 
suspension was used as a diagnostic reagent utilizing the R-PHA method. 

Claims 

35 

1. A non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody exhibiting a specific antigen-antibody 
reaction with a non-A, non-B hepatitis-associated antigen obtained by isolation and purification from 
non-A, non-B hepatitis autopsy liver, said antigen having the following physicochemical properties: 

molecular weight: 1,500,000 or more (gel filtration), 
40 sedimentation constant <10~ 13 ): 51 ,5S (ultracentrifugal analysis), 

buoyant density (g/cm 3 ): 1.15—1.25 (in cesium chloride and in potassium bromide) 

particle diameter (nm): 26—37 

electrophoretic mobility: a^- a, globulin region (in agarose gel), 

said antigen having the following immunological properties: it undergoes a precipitation reaction in an 
45 agarose gel with the serum of covaiescent non-A, non-B hepatitis patients, sheep erythrocytes sensitized 
by said antigen exhibit specific and highly sensitive passive hemaglutination with the serum of covaiescent 
non-A, non-B hepatitis patients, it does not react with HAV antibody, anti-HBs, anti-HBc, anti-HBe, anti-3, 
HC antibody, HB antibody, Aral antibody, F antibody, normal human liver supernatant antibody and normal 
human plasma antibodies. 

50 2. The non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody as defined in Claim 1 wherein said 
monoclonal antibody is produced by in vivo or in vitro incubation of a hybridoma, said hybridoma being 
obtained by the steps of sensitizing an animal by said non-A, non-B hepatitis-associated antigen of Claim 1, 
collecting an antibody-producing cell from said animal, fusing said cell with a myeloma cell, selecting in an 
HAT medium, screening as regards the antibody producibility and then carrying out cloning. 

55 3. The nort-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody as defined in Claim 1 or 2 wherein said 
animal is a mouse. 

4. The non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody as defined in any of Claims 1 through 3 
wherein said antibody-producing cell Is a pulpar cell. 

5. The non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody as defined in any of Claims 1 through 4 
50 wherein said meyloma cell is a murine cell. 

6. The non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody as defined in any of Claims 1 through 5 
wherein said cell fusion is effected using polyethylene glycol as a fusing agent 

7. The non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody as defined in any of Claims 1 through 6 
wherein said cloning is effected by limiting dilution. 

55 8. The non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody as defined in any of Claims 2 through 7 
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wherein said non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody is provided in the form of an 
incubation supernatant of said hybridoma defined in any of Claims 2 through 7. 

9. The non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody as defined in any of Claims 2 through 7 
wherein said non-A, non-B hepatitis-associated monoclonal antibody is provided in the form of an ascitic 

5 serum obtained by dosing an animal having a suitable tissue with said hybridoma defined in any of Claims 
2 through 7. 

10. A diagnostic reagent for non-A, non-B hepatitis, containing, as its essential ingredient a non-A, 
non-B hepatitis-associated monoclonal antibody exhibiting a specific antigen-antibody reaction with a 
non-A, non-B hepatitis-associated antigen obtained by isolation and purification from non-A, non-B 

io hepatitis autopsy liver and having the following physicochemicat properties: 

molecular weight: 1,500,000 or more (gel filtration) 

sedimentation constant (10~ 13 ): 51. 5S (uttracentrifugal analysis) 

buoyant density (g/cm 3 ): 1.15-1.25 (in cesium chloride and in potassium bromide) 

particle diameter (nm): 26—37 
is electrophoretic mobility: a*— a, globulin region (in agarose gel). 

11. The diagnostic reagent for non-A, non-B hepatitis as defined in Claim 10 wherein said diagnostic 
reagent utilizes the reverse passive hemagglutination method. 

12. The diagnostic reagent for non-A, non-B hepatitis as defined in Claim 1 1 wherein said reverse 
passive hemagglutination method uses sheep sensitized erythrocytes. 

20 13. The diagnostic reagent for non-A, non-B hepatitis as defined in Claim 10 wherein said diagnostic 
reagent uses the antibody sandwich method. 

14. The diagnostic reagent for non-A, non-B hepatitis as defined in Claim 13 wherein said antibody 
sandwich method uses sensitized glass beads and an 1 "Mabel led antibody. 

15. The diagnostic reagent for non-A, non-B hepatitis as defined in Claim 13 wherein said antibody 
25 sandwich method uses a sensitized solid phase and an aikaliphosphatase-tabelled antibody. 



Patentansprtiche 

30 1 . Monoklonaler Antikdrper auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis, welcher eine speztfische Antigen-Antikdrper- 
Realction mit einem nicht-A, nicht-B-Hepatitis-assoziierten Antigen eingeht, wobei letzteres erhalten wurde 
durch Isolierung und Reintgung aus nicht-A, nicht-B-Hepatitis-Autopsieieber, und das genannte Antigen 
die folgenden physiko-chemischen Eigenschaften aufweist: 
Molekulargewicht: 1.500.000 oder darOber (Gelfiltration), 
35 Sedimentationskonstante (10" t3 ): 51, 5S (analytische Ultrazentrifugation), 

Aufuiebsdichte (g/cm 3 ): 1,15-1,25 (in Casiumchlorid und in Kaliumbromid), 
Teilchendurchmesser (nm): 26—37, 

eiektrophoretische Beweglichkeit: Oar^-Globulinbereich (in Agarosegel), 

wobei das Antigen die folgenden immunologischen Eigenschaften aufweist: es unteiiiegt einer 
40 Prazipftationsreaktion in elnem Agarosegel mit dem Serum kovaleszenter nicht-A, nicht-B-Hepatitis- 
Patienten; Schaf-Erythrozyten, die mit dem genannten Antigen sensibilisiert wurden, zeigen spezifische 
und hoch empfindtiche passive Hemagglutination mit dem Serum kovaleszenter nicht-A, nicht-B-Hepatitis- 
Patienten; es reagiert nicht mit HAV-Antikdrper, anti-HBs, anti-HBc, anti-HBe, anti-d, HC-Antikdrper, 
HB-Antik6rper, Arai-Antikdrper, F-Antikdrper, Antikdrper im Oberstand von normaler menschlicher Leber 
45 und Antikdrper von normalem menschlichen Plasma. 

2. Monoklonaler Antikdrper auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis nach Anspruch 1, wobei der genannte 
monoklonale Antikdrper durch in vivo oder in vitro Inkubation eines Hybridoms hergestellt wird, und das 
genannte Hybridom mit Hilfe folgender Schrttte erhalten wird: 

Sensibili8ieren eines Tieres mit dem genannten nicht-A, nicht-B-Hepatitis-assoziierten Antigen nach 
so Anspruch 1, Gewinnung einer Antikdrper-produzierenden Zelle aus dem genannten Tier, Fusion dieser 
Zelle mit einer Myelomzelle, Selektion in einem HAT-Medlum, Screenen in bezug auf die Fdhigkeit zur 
Antikdrperbildung, und DurchfOhren einer Clonierung. 

3. Monoklonaler Antikdrper auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis, wie er in Anspruch 1 oder 2 definiert ist, 
wobei das Tier eine Maus darstellt 

55 4. Monoklonaler Antikdrper auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis, wie er in einem der AnsprOche 1 bis 3 
definiert ist, wobei die genannte Antikdrper-produzierende Zelle eine Markzelle darstellt. 

5. Monoklonaler Antikdrper auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis, wie er in einem oder mehreren der 
AnsprOche 1 bis 4 definiert ist, wobei die genannte Myelomzelle eine Zelle der Maus darstellt 

6. ^ Monoklonaler Antikdrper auf nicht-A, nicht-B-Hepatftis, wie er in einem oder mehreren der 
go AnsprOche 1 bis 5 definiert ist, wobei die Zellfusion unter Verwendung von Polyethylenglykol als 

Fusionierungsagens durchgefuhrt wird. 

7. Monoklonaler Antikdrper auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis, wie er in einem oder mehreren der 
AnsprOche 1 bis 6 definiert ist, wobei die genannte Clonierung durch limitierende VerdQnnung erfolgt 

8. Monoklonaler Antikdrper auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis, wie er in einem oder mehreren der 
55 AnsprOche 2 bis 7 definiert Ist, wobei der genannte nicht-A, nicht-B-Hepatftis-assoziierte monoklonale 
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Antikdrper in Form eines Inkubationsuberstandes des genannten Hybridoms, wie es in einem Oder 
mehreren der AnsprOche 2 bis 7 definiert 1st, zur VerfOgung gestellt wird. 

9. Monoklonaler Antikdrper auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis, wie er in einem oder mehreren der 
AnsprOche 2 bis 7 definiert ist wobei der genannte nicht-A, nlcht-B-Hepatitis-assoziierte monoklonale 

5 Antikdrper in Form von Ascites-Serum, das erhaiten wird durch Verabreichen des Hybridoms, wie es in 
einem Oder mehreren der AnsprOche 2 bis 7 definiert ist an ein Versuchstier mit einem geeigneten 
Gewebe, zur VerfOngung gestellt wird. 

10. Diagnostisches Reagens auf nicht-A, nlcht-B-Hepatftis, welches als wesentlichen Bestandteil einen 
nicht-A, nicht-B-Hepatitis-assoziterten monoklonalen Antikdrper enthfilt, der eine spezifische Antigen- 
ic Antikdrper-Reaktion mit einem nicht-A, nicht-B-Hepatitis-assoziierten Antigen zeigt wobei letzteres 

erhaiten wird durch Isolierung und Reinigung aus nicht-A, nlcht-B-Hepatitis-Autopsieleber, und die 

folgenden physiko-chemischen Eigenschaften aufweist: 
Molekulargewicht: 1.500.000 oder darOber (Gerffltration) 
Sedlmentationskonstante (10~ 13 ): 51.5S (analytische Ultrazentrifugation), 
15 Auftriebsdichte (g/cm 3 ): 1,15-1,20 (in CSsiumchlorid und in Kaliumbromid), 
Teiichendurchmesser (nm): 26—37, 

elektrophoretische Beweglichkeit: Oi-Globullnbereich (in Agarosegel). 

11. Diagnostisches Reagens auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis nach Anspruch 10, wobei das genannte 
diagnostische Reagens von der reversen passiven HSmagglutinations-Methode Gebrauch macht 

20 12. Diagnostisches Reagents auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis nach Anspruch 11, wobei zur reversen 
passiven Hlmaggluti nations-Methods sensibilisierte Erythrozyten von Schaf verwendet werden. 

13. Diagnostisches Reagents auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis nach Anspruch 10, wobei das genannte 
diagnostische Reagens von der Antikdiper-Sandwich-Methode Gebrauch macht 

14. Diagnostisches Reagens auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis nach Anspruch 13, wobei zur Antikorper- 
2s Sandwich-Methode sensibilisierte GlaskOgelchen und ein 12s l-markierter Antikdrper verwendet werden. 

15. Diagnostisches Reagens auf nicht-A, nicht-B-Hepatitis nach Anspruch 13, wobei zur Antikorper- 
Sandwich-Methode eine sensibilisierte Festphase und eine mit Alkaliphosphatase markierter Antikdrper 
verwendet werden. 

30 Revendlcations 

1. Anticorps monoclonal associe a I'hepatite non-A, non-B donnant lieu a une reaction antigene- 
anticorps spechlque avec un antigene associe a 1'hepatite non-A, non-B, obtenu par isolement et 
purification a partir d'un fote atteint d'hepatite non-A* non-B, preleve par autopsie, ledit antigene ayant les 
35 propridtes physico-chimiques suivantes: 

Poids moleculaire: 1 500 000 ou plus (filtration sur gel) 
Constante de sedimentation (10~ 13 ): 51,5S (analyse par uitra-centrifugation) 
Masse volumique apparente (g/cm 3 ): de 1,15 a 1,25 (dans du chlorure de cesium et dans du bromure 
de potassium). 
40 Diametre de particule (nm): de 26 a 37 

Mobilite 6lectrophoretique: region des globulines a*— <^ (dans du gel d'agarose), 
ledit antigene ayant les proprietes immunologiques suivantes: 

II subft une reaction de precipitation dans un gel d'agarose avec le sdrum de patients attaints d'hepatite 
non-A, non-B en phase de convalescence, des erythrocytes de mouton sensibillses par ('antigene ont une 

45 sensibilite specffique et eievee a ('hemagglutination passive avec le sdrum de patients attaints d'hepatite 
non-A, non-B en phase de convalescence, il ne reagrt pas avec un anticorps dirige contra le virus de 
('hepatite A, un anticorps anti-HBs, anti-HBc, anti-HBe, anti-5, un anticorps anti-HC, un anticorps anti-HB r un 
anticorps de Aral, un anticorps antifacteur F, un anticorps de sumageant de foie humain normal ainsi que 
divers anticorps de plasma humain normal. 

so 2. Anticorps monoclonal associe a I'hepatite non-A, non-B, salon la revendication 1, prepare par 
incubation in vivo ou in vitro d'un hybridome, ledit hybridome etant obtenu en sensibilisant un animal avec 
ledit antigene associe a rhepatite non-A, non-B de la revendication 1, en recueillarrt une cellule productrice 
d'anticorps a partir dudft animal, en fuslonnant ledit cellule avec une cellule de myelome, en choisissant 
dans un milieu HAT, en selectionnant en fonction de la capacrte de production d'anticorps et ensulte en 

55 effectuant un clonage. 

3. Anticorps monoclonal associe a I'hepatite non-A, non-B, selon la revendication 1 ou 2, ledit animal 
etant une souris. 

4. Anticorps monoclonal associe a I'hepatite non-A, non-B, selon I'une quelconque des revendications 
1 a 3, ladite cellule productrice d'anticorps etant une cellule de pulpe. 

53 5. Anticorps monoclonal associe a I'hepatite non-A, non-B, selon I'une quelconque des revendications 
1 a 4, ladite cellule de myelome dtant une cellule murine. 

6. Anticorps monoclonal associe a I'hepatite non-A, non-B, selon I'une quelconque des revendications 
1 a 5, ladite fusion celiulaire etant effectuee en utilisant du polyethyleneglycol comme agent de fusion. 

7. Anticorps monoclonal associe a I'hepatite non-A, non-B, selon I'une quelconque des revendications 
55 1 a 6, ledit clonage etant effectue par dilution limite. 
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8. Amicorps monoclonal associ6 a l'h$patite non-A, non-B, selon I'une quelconque des revendications 
2 a 7, caracteris6 en ce qu'il est fourni sous la forme d'un sumageant d'lncubatlon dudrt hybridome defini a 
I'une quelconque des revendications 2 a 7. 

9. Anticorps monoclonal assorie a I'hepatite non-A, non-B, selon I'une quelconque des revendications 
5 2 a 7, caract6rise en ce qu'il est fourni sous la forme d'un serum ascitique obtenu en administrant a un 

animal ayant un tissu approprie, une dose dudtt hybridome defini a I'une quelconque des revendications 2 
a 7. 

10. Reactif de diagnostic pour ['hepatite non-A, non-B, contenant comma ingredient principal, un 
anticorps monoclonal anti-hdpatfte non-A, non-B, donnant lieu a une reaction antigene-anticorps 

w specifique avec un antigens associ6 a I'hepatite non-A, non-B obtenu par Isoiement et purification a parti r 
d'un foie atteint d'hepatite non-A, non-B preleve par autopsie et ayant les proprietes physico-chimiques 
suivantes: 

Poids moleculaire: 1 500 000 ou plus (filtration sur gel) 
Constante de sedimentation (10* 13 ): 51,5S (analyse par ultra-centrifugation) 
75 Masse volumique apparente (g/cm 3 ): de 1,15 a 1,25 (dans du chlorure de cesium et dans du bromure 
de potassium). 

Diametre de particule (nm): de 26 a 37 

Mobiltte electrophoretique: region des giobulines aj— a, (dans du gel d'agarose). 

11. Reactif de diagnostic pour I'hepatite non-A, non-B selon la revendication 10, ledit reactif de 
20 diagnostic utilisant le proc£d6 d'hemagglutination passive inverse. 

12. R6actff de diagnostic pour I'hepatite non-A, non-B selon la revendication 11, ledit proc6de 
d'hemagglutination passive inverse utilisant des erythrocytes de mouton sensibilises. 

13. Reactif de diagnostic pour I'hepatite non-A, non-B selon la revendication 10, ledit reactif de 
diagnostic utilisant le procede d'essai par anticorps en sandwich. 

25 14. Reactif de diagnostic pour I'hepatite non-A, non-B selon la revendication 13, ledit proc&Je d'essai 
par anticorps en sandwich utilisant des perles de verre sensibilisees ainsi qu'un anticorps marque avec 128 l. 

15. Reactif de diagnostic pour I'hepatite non-A, non-B selon la revendication 13, le procede d'essai par 
anticorps en sandwich utilisant une phase solide sensibilisee et un anticorps marque par une phosphatase 
alcaline. 
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Fig. 1 
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serum dilution 



